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Prefacio 
La presente tesis está estructurada en los apartados de introducción, 
hipótesis, objetivos, procedimientos experimentales y resultados, discusión y 
conclusiones. La introducción está enfocada en varios aspectos del lupus 
eritematoso sistémico (LES), incluyendo los mecanismos que lo causan, sus 
características clínicas, su genética y, dentro de este apartado, los factores 
genéticos de susceptibilidad más destacados. Por último, se exponen las 
evidencias existentes de que enfermedades autoinmunes, como son el LES y la 
artritis reumatoide (AR), comparten una parte de su componente genético. Los 
procedimientos experimentales y resultados se presentan en formato de 
artículos: tres ya han sido publicados, así como una carta al editor, mientras que 
otros tres han sido enviados a revisión. La discusión está dividida en capítulos 
que se estructuran de acuerdo con los artículos, terminando con una discusión 
general. Por último, se exponen las conclusiones a las que se ha llegado con este 
trabajo. Como anexo, se incluye un artículo enviado a revisión, que estudia 
predictores genéticos de la respuesta al tratamiento en AR. 
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1. Lupus Eritematoso Sistémico 
 El lupus eritematoso sistémico (LES; [MIM] 152700) es una enfermedad 
autoinmune crónica de etiología compleja. Se caracteriza por una alteración del 
sistema inmune innato y adquirido, que lleva a la pérdida de tolerancia frente a 
antígenos propios y a la consecuente producción de autoanticuerpos y daño 
tisular. El LES es considerado una enfermedad multisistémica, ya que puede 
afectar a diversos órganos, como articulaciones, riñones, corazón, sistema 
nervioso, pulmones, sistema hematológico o piel (Figura 1). El curso de la 
enfermedad es impredecible, con periodos de crisis alternando con otros de 
remisión. 
 
Figura 1. Algunas manifestaciones clínicas características del LES. A. Eritema malar, 
en forma de alas de mariposa. B. Artritis no erosiva, que se manifiesta preferentemente en las 
manos. C. Vasculitis. 
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El LES es una enfermedad que afecta con una frecuencia 9 veces mayor a 
mujeres que a hombres, sobre todo a mujeres en edad fértil. La prevalencia en 
población europea es del 0.01-0.06 %, mientras que es tres o cuatro veces más 
frecuente en poblaciones asiática, africana e hispano-americana (Petri M y col., 
2002). Esta heterogeneidad étnica junto con la heterogeneidad genética pueden 
contribuir a la complejidad de sus manifestaciones clínicas. 
1.1 Patogenia del LES 
Los mecanismos que llevan a la aparición de la enfermedad, así como su 
orden temporal, no son bien conocidos. Un posible mecanismo desencadenante 
de la patogenia del LES sería la elevada tasa de apoptosis de linfocitos, 
monocitos y macrófagos en la circulación, la deficiente eliminación de los 
restos apoptóticos y un reconocimiento anormal de autoantígenos liberados 
durante este proceso. Estos autoantígenos son captados y procesados por las 
células presentadoras de antígeno (CPA). Éstas son, entre otras, células 
dendríticas (DC) y linfocitos B, cuya función es presentar los antígenos a otras 
células del sistema inmune mediante el complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC). En el LES, las DCs presentan autoantígenos a linfocitos T inmaduros, 
llevando a su activación. Las células B presentan autoantígenos a linfocitos T 
colaboradores (Th), en los que inducen la producción de citocinas. Las citocinas, 
a su vez, estimulan la proliferación de las células B y la producción de 
autoanticuerpos frente a los autoantígenos nucleares, citoplasmáticos y de 
superficie celular. Las células T y B activadas se infiltrarían en los tejidos y, 
junto con los autoanticuerpos y depósitos de complejos inmunes, 
desencadenarían procesos inflamatorios (activación del complemento, 





Figura 2. Mecanismos implicados en la pérdida de autotolerancia y en el desarrollo 
de autoinmunidad (Cooper GS y col., 2008).  
El interferón (IFN) α (IFN de tipo I) tiene un papel importante en este 
proceso inflamatorio. La activación de las células B y DCs plasmacitoides (pDC) 
por la unión de los autoantígenos a los receptores tipo Toll (TLR) 7 y 9 (Figura 
2), induce la producción de IFNα. El IFNα liberado activa la expresión de toda 
una serie de proteínas inflamatorias. Este patrón de expresión constituye la 
“firma del IFN” (Baechler EC y col., 2004), característica de los pacientes con 
LES activo. Además, el IFNα provoca en las propias pDCs la liberación del 
factor activador de células B (BAFF/BLyS), que ayuda a la transformación de 
los linfocitos B en células plasmáticas productoras de autoanticuerpos (Stohl W 
y col., 2003). Además, altos niveles de IFNα provocan también una reducción 
en el número o bien una activación defectuosa (Singh RR y col., 2002; Filaci G 
y col., 2001; Oishi Y y col., 2001; Yang JQ y col., 2003) de los linfocitos T 
reguladores (Treg) periféricos (Yan B y col., 2008), y de las células NK o 
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“asesinas naturales”. Estos dos tipos de células serían las encargadas de limitar 
la expansión de las células Th y B autorreactivas, por lo que la alteración de su 
función produce un defecto en la tolerancia periférica. 
En los pacientes con LES también se ha observado una función alterada 
de las células Th. El desequilibrio en la producción de citocinas por linfocitos 
Th1/Th2 puede tener un papel importante en la patogenia del LES. Así, se ha 
visto una respuesta defectuosa de las células Th1, productoras de interleucina 
(IL) 12, IFNγ (IFN de tipo II) y linfotoxina (también llamado factor de necrosis 
tumoral β, TNFβ), mientras que tiene lugar una proliferación incrementada de 
los linfocitos Th2, productores de IL4, IL5 e IL13. De hecho, la IL4, además de 
promover la diferenciación de las células Th2, inhibe la proliferación de las 
células Th1. Como resultado de este desequilibrio, se produce hiperactividad de 
las células B con un aumento de la producción de autoanticuerpos (Mok CC y 
col., 2003). Recientemente, se ha descubierto que otra subpoblación de células 
Th, las Th17 tienen un papel accesorio, pero no por ello menos importante, en 
este proceso autoinmune. Su nombre se debe a que son las principales 
productoras de IL17A e IL17F, citocinas importantes del sistema inmune 
adquirido por su papel proinflamatorio. Estas citocinas ejercen su efecto en el 
LES facilitando la infiltración y activación de células T y B (Nalbandian A y 
col., 2009). 
Los procesos de apoptosis o inmunidad también pueden verse alterados 
por cambios epigenéticos (Zhao S y col., 2009, Ballestar E y col., 2006). La 
epigenética hace referencia a los cambios estables y potencialmente heredables 
en la expresión génica que no implican cambios en la secuencia del ácido 
desoxirribonucleico (ADN). Las principales marcas epigenéticas son la 
metilación del ADN y las modificaciones de las histonas, tales como 
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acetilaciones, metilaciones y fosforilaciones. Éstas modulan la arquitectura de la 
cromatina haciéndola más o menos accesibles, lo que afecta a la actividad 
transcripcional. La alteración de estos procesos podría tener un papel en el LES. 
Por ejemplo, inhibidores de las desacetilasas de histonas reducen la expresión 
de múltiples genes, como IL6, IL10, IL12 e IFNγ, previniendo el daño renal en 
ratones con un modelo de lupus (Mishra N y col., 2003). Por otra parte, la 
metilación de los motivos CpG del ADN produce el silenciamiento de genes 
codificantes de citocinas de células Th. Este efecto puede ser importante ya que 
se ha observado que pacientes con LES tienen hipometilado el ADN 
(Richardson B y col., 1990) y que inhibidores de la metilación del ADN o bien 
la inyección de células T demetiladas en ratones lleva a la aparición de 
manifestaciones de tipo lupus (Yung RL y col., 1995, Yung R y col., 2001). 
Estos resultados explicarían que sólo el ADN procedente de células apoptóticas, 
y no el ADN normal o el necrótico, pueda actuar como autoantígeno induciendo 
autoinmunidad, ya que el ADN apoptótico se caracteriza por presentar niveles 
reducidos de metilación (Wen ZK y col., 2007). En parte, estas alteraciones 
podrían venir explicadas por variantes en el gen de la proteína 2 de unión a CpG 
metilado (MECP2), que se ha visto significativamente asociado con LES 
(Sawalha AH y col., 2008). 
Los miRNAs también pueden ejercer un papel en las enfermedades 
autoinmunes mediante su acción en los linfocitos T y B. Los miRNA son 
moléculas de ácido ribonucleico (ARN) no codificante de 21-24 nucleótidos que 
regulan la expresión de genes diana a nivel de la traducción. La fosfatasa de 
tirosina tipo 22 no-receptor (PTPN22), inhibidora de la respuesta de las células 
T frente a antígenos, ve reducida su expresión por el miR-181a (Li QJ y col., 
2007). Por otra parte, miR-146 se une a la región 3’UTR de genes implicados 
en la ruta del IFN, actuando como un regulador negativo. Este miRNA inhibe la 
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expresión del factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF) 
6, de la quinasa 1 asociada al receptor de IL1 (IRAK1) (Taganov KD y col., 
2006), del transductor de señal y activador de la transcripción (STAT) 4 y del 
factor regulador de IFN (IRF) 5 (Tang Y y col., 2009). En concordancia con 
estas funciones, miR-146 tiene una expresión disminuida en pacientes con LES, 
correlacionando negativamente con la actividad de la enfermedad y los niveles 
de IFN (Tang Y y col., 2009). 
1.2. Clínica del LES 
Según el Colegio Americano de Reumatología (ACR), un paciente se 
clasifica como LES si presenta al menos 4 de 11 criterios establecidos (Tan EM 
y col., 1982; Hochberg MC y col., 1997) (Tabla 1), lo que permite una gran 
heterogeneidad de fenotipos. Algunas de las manifestaciones incluidas en los 
criterios de la ACR, como fotosensibilidad, úlceras orales y artritis, son 
relativamente leves, mientras que otras, como alteraciones renales, convulsiones, 
psicosis y anormalidades hematológicas severas caracterizan una enfermedad 
más grave. 
La producción de autoanticuerpos también está relacionada con la 
severidad de la enfermedad. De entre los autoanticuerpos producidos en el LES, 
los más característicos son los anticuerpos antinucleares (ANAs). Éstos están 
presentes en el 95 % de los pacientes, por lo que se incluyen como uno de los 
criterios de clasificación del LES. Los ANAs incluyen múltiples especificidades. 
Entre ellos destacan los anticuerpos anti-ADN de doble cadena, anti-histonas, 
anti-nucleosomas y anti-ribonucleoproteínas (anti-RNP). Algunos de estos 
anticuerpos suelen estar presentes antes de que se diagnostique la enfermedad y 
su acumulación progresiva puede llevar a la aparición de determinados 
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fenotipos clínicos (Arbuckle MR y col., 2003). Por ejemplo, los anti-ADN de 
doble cadena se asociaron con la enfermedad renal y los anticuerpos anti-
Ro/SSA y anti-La/SSB están asociados con manifestaciones dermatológicas y 
lupus neonatal (Boh EE, 2004). Otros anticuerpos importantes son los 
anticuerpos antifosfolípido (aPL) (ej, anti-cardiolipina), que reconocen 
moléculas de la membrana celular y están relacionados con el síndrome 
antifosfolípido secundario en el LES, caracterizado por trombosis recurrente y 
abortos de repetición (Wilson WA y col., 1999). 
 
Tabla 1. Criterios de clasificación del LES establecidos en 1982 (Tan EM y col., 1982) 
y actualizados en 1997 (Hochberg MC y col., 1997). 
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A pesar de todos estos fenotipos que se asocian con los autoanticuerpos, 
hasta un tercio de la población general puede presentar algún tipo de los mismos 
(Teubner A y col., 2002). Pero sólo el 1 % de personas con ANAs desarrollará 
LES (Petri M y col., 2002). Por tanto, la mayoría de individuos con 
autoanticuerpos están protegidos frente a sus consecuencias patológicas. Esto 
sugiere que la autoinmunidad contribuye al desarrollo de lesiones tisulares, pero 
no es suficiente para su producción. 
1.3. El LES como enfermedad compleja 
Parte de la complejidad del LES radica en que es debido a la interacción 
de múltiples factores, tanto ambientales y genéticos, como hormonales (Tsao 
BP y col., 2003). La importancia del componente genético se ha puesto de 
manifiesto por varias observaciones. En primer lugar, el LES tiende a agruparse 
en familias, aunque no sigue un patrón de herencia mendeliana simple. Aún así, 
tiene una heredabilidad importante, de más del 60 %. Por otra parte, el riesgo 
relativo a padecer la enfermedad entre hermanos (λs) es 20-40 veces mayor que 
el riesgo general de la población. Además, la enfermedad es concordante entre 
gemelos que comparten el mismo ambiente en el 2-5 % de los dicigotos y en el 
24-58 % de los monocigotos. Esta diferencia de 10 veces en la concordancia de 
la enfermedad entre gemelos idénticos (los que comparten todos sus genes) y 
gemelos-hermanos (que comparten la mitad de sus genes) sugiere que múltiples 
genes con un efecto modesto, compartidos por cada par de gemelos, tienen una 
influencia importante en la susceptibilidad al LES (Tsao BP y col., 2003; Moser 
KL y col., 2009; Alacon-Segovia D y col., 2005). Así que todas estas 
observaciones muestran la contribución de un componente genético 
significativo. De todos modos, como la concordancia más alta es del 58 %, 
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otros factores no genéticos también tienen que estar contribuyendo a la etiología 
del LES. 
En cuanto al componente hormonal, se han propuesto los estrógenos 
femeninos como promotores de la enfermedad. Éstos podrían ser los 
responsables de la mayor prevalencia del LES en mujeres (9 mujeres por cada 
hombre). Por otro lado, el componente ambiental posiblemente incluye factores 
tales como agentes mutagénicos (luz ultravioleta), infecciones víricas (virus 
Epstein-Bar), la dieta y el estilo de vida (obesidad, hábito de fumar). Estos 
factores modularían la susceptibilidad al LES alterando los procesos de 
apoptosis o inmunidad, o a través de cambios epigenéticos (Zhao S y col., 2009; 
Ballestar E y col., 2006). 
2. Influencia del componente genético en la variabilidad clínica del 
LES 
El componente genético no sólo influencia la susceptibilidad sino la 
forma clínica, como se ha demostrado en estudios epidemiológicos en Estados 
Unidos. Éstos han observado que el riesgo a padecer manifestaciones severas de 
LES, así como la edad de inicio de la enfermedad, varían según el grupo étnico 
(hispanos, afro-americanos o caucásicos). En poblaciones no caucásicas los 
pacientes tienden a ser más jóvenes y a sufrir una enfermedad más grave y 
activa, con afectación de sistemas como el renal o el cardiovascular y una alta 
producción de autoanticuerpos. Esto sugiere que la genética podría influenciar 
la prevalencia de los distintos fenotipos (Alarcón GS y col., 2002; Alarcón GS y 
col., 1999). 
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En el mismo sentido, se sabe que existen diferencias genéticas entre 
poblaciones del mismo continente, lo que sugiere que también podría existir una 
contribución de la ascendencia genética, dentro de una misma etnia, al 
desarrollo de las distintas manifestaciones clínicas del LES. Así, en Europa 
existe un gradiente en la variabilidad genética en dirección norte-sur, que 
permite distinguir entre poblaciones noreuropeas (Reino Unido, Alemania, 
Escandinavia y Europa del este) y poblaciones sureuropeas (Italia, Grecia y 
España) (Novembre J y col., 2008; Seldin MF y col., 2006). Un estudio reciente 
ha demostrado la asociación de estas subpoblaciones de europeos con fenotipos 
específicos del LES. Concretamente, se ha observado una mayor prevalencia de 
manifestaciones mucocutáneas (fotosensibilidad y eritema discoide) en los 
sujetos con ascendencia del norte de Europa, mientras que en los que procedían 
del sur era mayor la prevalencia de autoanticuerpos y de nefritis (Chung SA y 
col., 2009; Richman IB y col., 2009). 
Los pacientes con origen en Europa occidental presentaban más serositis 
y producción de autoanticuerpos en comparación con los pacientes de origen 
oriental. También se ha visto que los judíos askenazíes presentan menos 
alteraciones neurológicas del LES. Estas diferencias sugieren que incluso 
pequeñas diferencias en la ascendencia genética podrían influenciar el 
desarrollo de manifestaciones específicas (Richman IB y col., 2009). Estos 
estudios se realizaron con una colección de muestras caucásicas recogidas en 
Estados Unidos, con un gran predominio de los pacientes con origen 
noreuropeo, por lo que sería interesante abordar esta cuestión con muestras 




3. Estudio de la genética del LES 
Como las variantes genéticas están presentes desde el nacimiento y no 
están afectadas por el curso de la enfermedad ni por el tratamiento, los estudios 
genéticos serían capaces de identificar factores de susceptibilidad y mecanismos 
fundamentales de la patogenia. Por lo tanto, estos estudios nos permitirían 
entender cómo la falta de regulación de un número de procesos inmunológicos 
clave predisponen al desarrollo del LES. Se ha hipotetizado que el desarrollo de 
la enfermedad tendría lugar cuando el contenido acumulado de alelos de 
susceptibilidad excede un umbral, y sería desencadenado por procesos no 
genéticos de naturaleza poco clara, como infecciones víricas. 
Los dos tipos de estudios que se utilizan para buscar factores genéticos de 
susceptibilidad son los estudios de ligamiento y los estudios de asociación. 
3.1. Estudios de ligamiento 
Los estudios de ligamiento analizan la cosegregación de secuencias 
genómicas entre individuos de familias con múltiples enfermos. Se estudian 
marcadores (preferentemente microsatélites) repartidos por todo el genoma, de 
modo que si un marcador está en ligamiento con un locus de susceptibilidad, los 
miembros enfermos de la familia tendrán el mismo alelo del marcador. De esta 
manera se observan las regiones cromosómicas que segregan con la enfermedad 
y se buscan posibles genes candidatos en las mismas. 
Los estudios de ligamiento son el método de elección para estudiar los 
fenotipos de herencia mendeliana, porque los modelos genéticos son pocos y de 
fácil análisis. También son una buena aproximación para encontrar variantes 
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raras con grandes efectos, es decir, que provocan una alta probabilidad de 
desarrollar la enfermedad. Sin embargo, su aplicación a los fenotipos complejos, 
como el LES, es más problemática porque no existe un modelo que explique 
adecuadamente el patrón de herencia y porque los factores genéticos de 
susceptibilidad para estas enfermedades suelen ser muchos y tener un efecto 
pequeño. De hecho, los estudios de ligamiento de genoma completo realizados 
hasta el momento en diversas poblaciones (europea, hispana, afro-americana y 
asiática) indican que la susceptibilidad al LES vendría dada por múltiples loci 
de pequeño efecto y de magnitud similar (Cantor RM y col., 2004; Gaffney PM 
y col., 1998; Gaffney PM y col., 2000; Gray-McGuire C y col., 2000; Johansson 
CM y col., 2004; Koskenmies S y col., 2004; Lindqvist AK y col., 2000; Moser 
KL y col., 1998; Nath SK y col., 2004; Shai R y col., 1999, Rao S y col., 2001; 
Olson JM y col., 2002). Sin embargo, no hay mucha concordancia entre los 
resultados. De los casi 60 loci que han demostrado evidencias de ligamiento con 
LES en estudios de genoma completo, sólo 17 han sido reproducidos en, al 
menos, dos estudios independientes: 1p36, 1q23-24, 2q23-33, 2q37, 4p15-13, 
4q32, 5p15, 6p22-q15, 11q23, 12q24, 14q23, 16p13, 16q12-13, 17q11, 18q21, 
19q13.1 y 20p13. En consecuencia, para encontrar alguna evidencia consistente 
en los estudios de ligamiento realizados, se han llevado a cabo dos meta-análisis 
(Lee YH y col., 2005; Forabosco P y col., 2006). Ambos confirmaron los loci 
6p22-q15, 16p12-q12, 20p12-q13 y 2q31-q34, proponiéndose como genes 
causantes del ligamiento de los dos primeros loci al MHC y a CARD15/NOD2 
(caspase recruitment domain 15 / nucleotide-binding oligomerization domain 
containing 2), respectivamente. De todos modos, el MHC no tiene un efecto tan 




La falta de reproducibilidad que se observó en los estudios de ligamiento 
de LES puede deberse al efecto débil de los loci, a la heterogeneidad genética o 
fenotípica de las colecciones, al tamaño muestral pequeño de los estudios, a 
diferencias en el poder de detección del ligamiento o en el método estadístico 
usado. Por otra parte, la región que identifican como ligada a la enfermedad es 
muy grande, y hacen falta estudios más finos que detecten el polimorfismo 
responsable de dicho ligamiento. Debido a estas limitaciones, hoy en día, los 
estudios de ligamiento han sido relegados a un segundo plano por los estudios 
de asociación. Éstos últimos tienen un mayor poder estadístico, permiten el uso 
de conjuntos de muestras más grandes, al no basarse en familias de enfermos, y 
pueden evaluar directamente los posibles factores de riesgo. 
3.2. Estudios de asociación 
Una vez identificadas las regiones que segregan con la enfermedad, el 
siguiente paso sería identificar el polimorfismo causal en las mismas. Esto no es 
fácil, ya que las regiones de ligamiento suelen ser bastante grandes (10-30 Mb) 
y pueden contener de 100 a 300 genes. Para ello, se han llevado a cabo estudios 
de clonaje posicional y de asociación. Los estudios de asociación incluyen tanto 
diseños caso-control, como análisis de desequilibrio de transmisión basado en 
familias (TDT). 
En el análisis TDT se estudia si existe una transmisión preferente de un 
alelo o haplotipo específico desde los padres heterocigotos a los hijos enfermos, 
lo que proporcionaría evidencias de asociación del alelo o haplotipo analizado 
con la susceptibilidad a la enfermedad (Tsao BP y col., 2003). Este análisis 
requiere la información genotípica de tríos constituidos por el hijo afecto y sus 
padres. Al menos uno de los progenitores ha de ser heterocigoto para que la 
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familia sea informativa, lo cual es una limitación de estos estudios. El análisis 
estadístico se basa en la χ2 de McNemar’s que evalúa la hipótesis nula de 
herencia mendeliana en la que los alelos son transmitidos al 50 % de los hijos 
desde los padres heterocigotos frente a la hipótesis alternativa de que un alelo se 
transmite más frecuentemente a la descendencia afectada. Esta metodología 
permitió reducir el intervalo de ligamiento del cromosoma 6 al segmento 
cromosómico que contiene los genes MHC de clase II en un estudio de LES 
(Graham RR y col., 2002). 
Los estudios de asociación caso-control no se basan en familias y, por 
tanto, no tienen en cuenta los patrones de herencia. Se basan en comparaciones 
de individuos enfermos no relacionados con individuos sanos de la población, 
también sin relación de parentesco, lo que permite obtener grandes tamaños 
muestrales que aumenten la potencia estadística del estudio. El método 
estadístico para esta comparación es sencillo, basándose en el análisis χ2 de 
tablas de contingencia 2 x 2, construidas con las frecuencias de los dos alelos de 
un polimorfismo en casos y controles. De este modo, se dice que uno de los 
alelos está asociado con la enfermedad si éste tiene una frecuencia 
significativamente mayor en los casos en comparación con los controles, o 
viceversa. Una de las dificultades de los estudios de asociación es la elección 
del grupo control, en contraposición con los estudios de ligamiento o los TDT, 
que no requieren un grupo control porque estudian modelos de herencia basados 
en familias. Otro problema de los estudios de asociación es la estratificación 
poblacional, que puede dar lugar a falsos positivos cuando hay diferencias en la 
frecuencia de la enfermedad y del marcador entre las subpoblaciones que 
forman la cohorte de muestras a estudiar. Además, siguen teniendo el 
inconveniente de la dificultad que supone detectar polimorfismos de 
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susceptibilidad con un efecto pequeño, aunque este problema va siendo menor 
al utilizar cada vez mayores tamaños muestrales. 
A pesar de estos inconvenientes, los estudios de asociación caso-control, 
junto con los TDT, han permitido identificar, en intervalos de ligamiento, genes 
candidato, implicados en procesos inmunológicos (formación de complejos 
inmunes, transducción de señal o ruta del IFN). Así, el locus 1q22-24 se podría 
explicar por los receptores de baja afinidad de la fracción constante de la IgG 
(FCGR) FCGR2A, FCGR2B y FCGR3A y también por la molécula de adhesión 
LY9 (Cunninghame Graham DS y col., 2008b). Como candidato para el 
ligamiento del locus 1q41-42 se propuso la poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), 
que media la ADP-ribosilación post-traduccional de proteínas. El ligamiento de 
la región 2q23-33 podría venir explicado por STAT1-STAT4, que inducen la 
expresión de genes activados por IFN (Remmers EF y col., 2007). En el 
intervalo de ligamiento 16p12-q13 se descubrió la asociación con LES del gen 
de la integrina α-M (ITGAM), que participa en la inflamación al regular la 
adhesión y migración leucocitaria (Nath SK y col., 2008). Por último, en el 
locus 2q37 se propuso al gen de muerte celular programada 1 (PDCD1), que 
participa en el mantenimiento de la tolerancia periférica. Este último locus ha 
sido de gran interés ya que fue el primer gen que se encontró asociado con LES 
a partir de un locus de ligamiento. 
3.2.1. PDCD1 
El gen PDCD1 (también conocido como PD1 o CD279) codifica para un 
receptor que pertenece a la familia B7/CD28 que funciona como inhibidor de la 
actividad de linfocitos T y B. Tras su identificación como posible factor de 
susceptibilidad al LES en estudios de ligamiento con familias multicaso 
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islandesas, suecas y noruegas (Lindqvist AK y col., 2000; Magnusson V y col., 
2000), se sugirió que el polimorfismo de un sola nucleótido (SNP) PD1.3 (G/A) 
sería el responsable. El alelo A mostraba una mayor frecuencia en los pacientes 
con LES en comparación con los controles en un estudio de asociación caso-
control que incluía varios grupos étnicos. Además este SNP era interesante por 
su posible papel funcional, ya que parecía alterar el sitio de unión para el factor 
de transcripción RUNX1 (Prokunina y col., 2002). Diferentes estudios 
posteriores han mostrado asociación de PDCD1 con susceptibilidad al LES o a 
determinados fenotipos de la enfermedad (Nielsen C y col., 2004; Prokunina L 
y col., 2004; Sanghera DK y col., 2004; Johansson M y col., 2005; Thorburn 
CM y col., 2007; Velazquez-Cruz R y col., 2007) y a otras enfermedades 
autoinmunes, como AR (Prokunina L y col., 2004) o diabetes tipo 1 (T1D) 
(Nielsen C y col., 2003), confirmando la importancia de este gen en los 
procesos de autoinmunidad. Sin embargo, se han observado discrepancias 
acerca de cuál es el alelo responsable de la relación entre PDCD1 y 
autoinmunidad. Así, en otro estudio de asociación en población española 
realizado por nuestro grupo, el alelo de susceptibilidad a la enfermedad fue el 
alelo G de PD1.3 en lugar del A (Ferreiros-Vidal I y col., 2004). Además, 
utilizando una colección de muestras de distintos países europeos se observó un 
gradiente geográfico de la frecuencia del alelo A de PD1.3, que aumentaba del 
noreste al suroeste de Europa en los controles (Ferreiros-Vidal I y col., 2007). 
La ausencia de un gradiente similar en los pacientes sería la explicación de los 
resultados discordantes en los extremos del gradiente (suecos y españoles), 
excluyéndose un efecto directo de este alelo en la susceptibilidad al LES. Esta 
idea es reforzada por la existencia de diferentes estudios de asociación en los 
que se ha visto que otros polimorfismos de PDCD1 podrían predisponer al LES 
o a otras enfermedades o fenotipos autoinmunes (James ES y col., 2005; Newby 
PR y col., 2007). En concordancia con estas dos conclusiones, los estudios de 
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asociación de genoma completo (GWAS) de LES en población europea no 
mostraron ninguna señal significativa en este locus (Hom G y col., 2008; 
Graham RR y col., 2008), por lo que su asociación con la enfermedad es muy 
cuestionada en la actualidad. 
PDCD1 se expresa en linfocitos T y B, células NK, monocitos y células 
mieloides, pero sólo tras su activación (Sharpe AH y col., 2002). También se ha 
observado en el timo, donde puede jugar un papel en el mantenimiento de la 
tolerancia central (Blank C y col., 2003).  Los ligandos de PDCD1 son también 
miembros de la familia B7: PD-L1 (B7-H1 o CD274) (Freeman GF y col., 2000) 
y PD-L2 (B7-DC o CD273) (Latchman Y y col., 2001). Ambos se expresan en 
monocitos y DCs. PD-L1 es producido además en células T y B y en una amplia 
variedad de tejidos no linfoides (Coyle AJ y col., 2001). PDCD1, al unirse con 
sus ligandos, atenúa la respuesta de los linfocitos activados. La unión induce la 
fosforilación de las tirosinas de los dominios inmunoinhibidor ITIM 
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) y conmutador ITSM 
(immunoreceptor tyrosine-based switch motif) (Leibson PJ y col., 2004). ITSM 
fosforilado recluta fosfatasas de tirosina, homólogas a la fosfatasa Src2 con 
dominios SH2, que defosforilan moléculas como Syk, la fosfatidil inositol 3 
quinasa (PI3K), la fosfolipasa C (PLC), Vav, ZAP70, la proteín quinasa C theta 
(PRKCQ) o CD3ζ (Sharpe AH y col., 2002). En los linfocitos T activados esta 
defosforilación conduce a una disminución de la proliferación y producción de 
citocinas como IFNγ, IL10, IL4 e IL2 (Carreno BM y col., 2002); mientras que 
en los linfocitos B conduce a la inhibición de procesos relacionados con la 
proliferación y diferenciación celular, como el cambio de clase de 
inmunoglobulinas (Ig) (Nishimura H y col., 1998). 
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La importancia de PDCD1 en la prevención de la autoinmunidad se ha 
demostrado en los ratones knockout (KO). Los ratones de distintas cepas 
muestran enfermedades distintas, pero todas con etiología autoinmune. Así, los 
ratones de la línea BALB/c-PDCD1-/- desarrollan una cardiopatía dilatada 
autoinmune, mediada por anticuerpos anti-troponina-1, que inducen la 
estimulación crónica del flujo de Ca2+ en los caridiomiocitos (Okazaki T y col., 
2003). Por su parte, la línea C57BL/6-PDCD1-/- desarrolla un fenotipo más 
relacionado con el LES: glomerulonefritis de tipo lupus, depósito de IgG3 y del 
factor del complemento C3 en los glomérulos, artritis y esplenomegalia 
(Nishimura H y col., 1999). Por último, los ratones NOD (non-obese diabetic)-
PDCD1-/- desarrollan T1D más temprana que los ratones NOD wild type, con 
una penetrancia del 100 % debida a una rápida infiltración de los islotes 
pancreáticos por los linfocitos Th1 (Wang J y col., 2005). 
Varios estudios han demostrado que PDCD1 también es un elemento 
clave en la persistencia de infecciones víricas crónicas. En enfermos de SIDA, 
PDCD1 está sobreexpresado en los linfocitos T CD8+ específicos del virus de 
inmunodeficiencia humana (VIH). Esta sobreexpresión provoca una acción 
antivírica ineficiente. Estos linfocitos tienen una capacidad reducida de 
proliferar y de producir citocinas y moléculas efectoras. Además, la expresión 
aumentada de PDCD1 en los linfocitos T se correlaciona con una mayor carga 
viral, un aumento de apoptosis de los linfocitos T CD8+ y una disminución en 
el recuento de linfocitos T, características predictoras de la progresión de la 
enfermedad. Una demostración de la importancia de PDCD1 en el SIDA se 
obtuvo al observar que el bloqueo de PDCD1 restaura las funciones de los 
linfocitos T CD8+. (Day CL y col., 2006; Petrovas C y col., 2006; Trautmann L, 
2006). De modo similar, se ha visto un aumento de expresión de PDCD1 en 
linfocitos T CD8+, T CD4+ y Treg de pacientes con infección crónica por los 
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virus de las hepatitis B y C. Estos niveles elevados de expresión de PDCD1 se 
correlacionaban también en estas enfermedades con la carga viral, el grado de 
inflamación y el daño hepático. También, en estos dos tipos de hepatitis el 
bloqueo de PDCD1 da lugar a un aumento de la producción de IFNγ y de la 
proliferación de los linfocitos. Además, los pacientes que responden al 
tratamiento antiviral muestran una reducción en la expresión de PDCD1 (Peng 
G y col., 2008; Golden-Mason L y col., 2008; Radziewicz H y col., 2009; 
Kassel R y col., 2009). Por todo ello, se considera que PDCD1 tiene un papel 
crítico en la persistencia de las infecciones víricas. 
Así, PDCD1 tiene un papel relevante en la regulación de la respuesta 
inmune, por lo que es un buen candidato a factor de susceptibilidad al LES. Sin 
embargo, los estudios de asociación más recientes no muestran una asociación 
clara. 
3.3. Estudios de asociación de genoma completo 
La mayoría de estudios de asociación que se han llevado a cabo y de los 
que se ha hablado hasta el momento en esta memoria se conocen genéricamente 
como estudios de asociación de gen candidato. Se centran en el análisis de uno 
o varios factores genéticos con el soporte de algún indicio sobre su posible 
papel en la enfermedad, ya sea por su papel funcional, como por evidencias de 
ligamiento del locus en el que se encuentran. El enfoque de los GWAS es 
distinto ya que se pretende evaluar la variabilidad genética a lo largo de todo el 
genoma, sin el soporte de una hipótesis previa. 
Actualmente se conocen más de 14 millones de SNPs presentes en el 
genoma humano, pero no es necesario el análisis de toda esta variación genética 
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de forma directa. El descubrimiento de que el genoma humano está 
mayoritariamente incluido en bloques de desequilibrio de ligamiento (LD), 
regiones del genoma con variantes fuertemente correlacionadas (Internacional 
HapMap Consortium y col., 2007), permitió la posibilidad de explorar la 
variabilidad del genoma utilizando un número relativamente pequeño de SNPs. 
Este descubrimiento fue parejo al desarrollo de nuevas técnicas de biología 
molecular que permitieron analizar un gran número de SNPs en grandes 
colecciones de muestras de forma económica, de tal manera que se consigue 
una buena cobertura genética a lo largo del genoma humano. Las dos compañías 
que han proporcionado dichas herramientas son Affymetrix e Illumina. Ambas 
han comercializado chips para analizar hasta un millón de SNPs, siendo los más 
utilizados hasta el momento los de 300000 y 500000 SNPs. 
Tras genotipados a gran escala como los que se realizan con estos chips, 
es necesario llevar a cabo un control de calidad a tres niveles: SNPs, muestras y 
genotipos. En cuanto a los SNPs, se comprueba la eficiencia de genotipado y si 
la frecuencia del alelo menor se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg así 
como si está en concordancia con los datos de HapMap y con los duplicados 
internos. Con respecto a las muestras, se comprueba también la eficiencia de 
genotipado y la concordancia entre el sexo recogido y el observado. Y con los 
datos de genotipo se comprueba si existe algún problema de subestructura 
poblacional y si hay muestras que puedan tener una relación de parentesco 
oculta, lo que puede dar lugar a falsos positivos. 
Para corregir la posible presencia de estratificación poblacional, se 
utilizan dos aproximaciones: el análisis de componentes principales y el control 
genómico. El control genómico usa un conjunto de marcadores no asociados 
con la enfermedad y elegidos al azar para estimar un factor de inflación, λ. Este 
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factor es una medida basada en el test χ2 que refleja si la distribución de los 
genotipos se ajusta a la hipótesis nula de ausencia de estratificación poblacional 
(λ = 1). Un valor mayor de 1 indica un incremento del estadístico de asociación 
debido a estratificación poblacional (Tiwari HK y col., 2008). Este valor se 
utiliza como factor de corrección para todos los resultados de asociación en el 
estudio. Sin embargo, algunos SNPs difieren más que otros entre las distintas 
poblaciones, por lo que el ajuste uniforme que aplica el control genómico puede 
no ser óptimo. El segundo método para corregir la estratificación poblacional se 
basa en el análisis de componentes principales. Este análisis reduce todos los 
genotipos a un menor número de variables continuas no correlacionadas, 
llamadas componentes principales, que reflejan la máxima variabilidad genética 
posible. Si existen subpoblaciones en el estudio, los ejes de los componentes 
principales suelen tener una interpretación geográfica, por lo que fenotipos y 
genotipos se pueden ajustar según la variabilidad atribuida a la ascendencia, 
para llevar a cabo el estudio de asociación sin interferencia de estructura 
poblacional (Price AL y col., 2006). 
Una de las ventajas de los GWAS es que no requieren de hipótesis a 
priori. Se pueden considerar como estudios generadores de hipótesis, ya que se 
analiza todo el genoma sin tener en cuenta el posible papel en la enfermedad o 
la posible funcionalidad de los SNPs. Esto ha permitido de forma efectiva 
descubrir genes de susceptibilidad que no se esperaba que tuviesen un papel en 
la enfermedad. Sin embargo, dado al alto número de hipótesis que son 
analizadas, se ha establecido un umbral de significación mucho más estricto (P 
< 5 x 10-8) que el clásico de P < 0.05. Este umbral reduce la tasa de falsos 
positivos lo que hace que los resultados de asociación de los GWAS sean 
altamente reproducibles. Pero se necesita un tamaño muestral grande para 
detectar incluso las asociaciones más fuertes (Tabla 2). 
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La potencia estadística de los GWAS, la probabilidad de que el GWAS 
encuentre una asociación significativa, no puede ser calculada de forma 
analítica por la existencia de LD entre los SNPs. Por ello se utilizan 
simulaciones. El resultado depende de los SNPs incluidos en el chip, del tamaño 
del efecto a detectar y del tamaño muestral disponible. En general, los GWAS 
tienen una buena potencia (> 80 %) para detectar efectos fuertes (Odds Ratio 
(OR) > 1.5), pero ésta se ve muy reducida (< 70 %) en la identificación de 
efectos más modestos (OR > 1.2). 
Los GWAS tienen algunas limitaciones. La primera es que los SNPs 
funcionales pueden no estar en LD con ninguno de los marcadores genotipados, 
por lo que no serán detectados. Esto es especialmente posible para las variantes 
raras (< 5 %), que no están bien recogidas en los chips utilizados. Por otra parte, 
los GWAS no pueden evaluar otro tipo de variantes como los polimorfismos de 
inserción/delección (indel) o las inversiones. Sin embargo, las últimas 
plataformas de genotipado ya incluyen herramientas para la detección de los 
polimorfismos conocidos como CNVs o variaciones en el número de copias. 
3.3.1. GWAS en LES 
En total, se han publicado 5 GWAS en LES, cuatro de ellos en población 
europea y uno en asiáticos. Estos estudios además de identificar un gran número 
de genes o loci de susceptibilidad, han confirmado de forma consistente la 
asociación con LES de factores genéticos ya conocidos, como el antígeno 
leucocitario humano (HLA), IRF5, FCGR2A, PTPN22 y STAT4 (Hom G y col., 
2008, SLEGEN y col., 2008, Kozyrev SV y col., 2008; Graham RR y col., 2008; 




  SNP Locus Chr Alelo Mayor/ 
Alelo Menora 




rs2476601 PTPN22 1p13 G/A  - 
rs1801274 FCGR2A 1q23 C/T  - 
rs10798269 - 1q25.1 C/T  1.11x10-7 
rs7574865 STAT4 2q32 G/T Sí - 
rs7601754 STAT4 2q32 T/C  - 
rs6445975 PXK 3p14.3 A/C  7.10x10-9 
rs3131379 HLA 6p21.33 G/A Sí 1.71x10-52 
rs12537284 IRF5/TNPO3 7q32 G/A  3.61x10-19 



















rs9888739 ITGAM 16p11.2 C/T  1.61x10-23 
rs7574865 STAT4 2q32.3 G/T Sí 9x10-14 
rs2187668 HLA 6p21 G/A Sí 3x10-21 
rs10488631 IRF5/TNPO3 7q32 T/C Sí 2x10-11 
















rs11574637 ITGAM-ITGAX 16p11.2 T/C  3x10-11 
rs5029939 TNFAIP3 6q23.3 C/G Sí 2.89x10-12 
rs3821236 STAT4 2q32.3 G/A  8.49x10-11 
rs2618476 BLK 8p23.1 T/C  1.70x10-8 






















































rs10516487 BANK1 4q24 G/A  3.74x10-10 
rs2205960 TNFSF4 1q25.1 C/A  2.53x10-32 
rs463426 HIC2-UBE2L3 22q11.21 A/G  1.48x10-16 
rs13385731 RASGRP3 2p22.3 A/G  1.25x10-15 
rs7574865 STAT4 2q32.3 C/A Sí 5.17x10-42 
rs10036748 TNIP1 5q33.1 A/G  1.67x10-9 
 HLA 6p21  Sí - 
rs548234 PRDM1-ATG5 6q21 A/G  5.18x10-12 
rs2230926 TNFAIP3 6q23.3 A/C  1.37x10-17 
rs4917014 IKZF1 7p12.2 A/C  2.75x10-23 
rs1167796 Múltiples genes 7q11.23 G/A  2.12x10-8 
rs4728142 IRF5 7q32.1 G/A  8.14x10-19 
rs7812879 BLK 8p23.1 G/A Sí 2.09x10-24 
rs1913517 LRRC18-WDFY4 10q11.22 G/A  7.22x10-12 
rs4639966 Múltiples genes 11q23.3 A/G  1.25x10-16 
rs6590330 ETS1 11q24.3 G/A  1.77x10-25 




























rs7197475 Múltiples genes 16p11.2 G/A  2.77x10-8 
Tabla 2. (Pie de tabla en el reverso). 
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Tabla 2. Resumen de los hallazgos principales de los GWAS en LES. Para cada 
estudio se detallan los SNPs asociados, el locus en el que se encuentran, la posición en el 
cromosoma, los alelos, si la asociación alcanzó el nivel de significación requerido para los GWAS 
y el valor de P en el análisis conjunto de todos los resultados obtenidos en el mismo estudio. a En 
negrita, el alelo de riesgo. 
El Consorcio Internacional de Genética del LES (SLEGEN) llevó a cabo 
un estudio de 317501 SNPs en 2 colecciones de muestras que sumaban un total 
de 720 mujeres con LES y 2337 controles. Los SNPs más consistentemente 
asociados fueron estudiados en otros 2 conjuntos de muestras independientes 
que consistían en un total de 1846 mujeres con LES y 1825 controles (SLEGEN 
y col., 2008). En el análisis combinado, encontraron asociación con 3 SNPs en 
ITGAM (rs9888739, rs1143678 y rs4548893), el SNP rs4963128 en KIAA1542 
y rs6445975 en la quinasa de serina-treonina con dominio homólogo a Phox 
(PXK). Además, el SNP rs10798269 en 1q25.1, que se encuentra lejos de 
cualquier gen conocido, fue resaltado como muy probablemente asociado 
(Tabla 2). 
Un segundo estudio analizó 502033 SNPs en 1311 casos con LES y 3340 
controles de población europeo-americana, realizando posteriormente una fase 
de confirmación de los resultados más destacables en 793 casos con LES y 857 
controles de población sueca (Hom G y col., 2008). Sus resultados mostraron 
también la asociación significativa de polimorfismos en la región cromosómica 
que contiene el gen ITGAM. Además, vieron asociación de un locus que hasta 
ahora no había sido relacionado con LES: la región promotora de los genes de la 
quinasa de linfocitos B (BLK) y de C8orf13, que comparten la misma región 





Figura 3. Diagrama de Manhattan representando por puntos todos los SNPs 
estudiados en el GWAS realizado por Hom y col (Hom G y col., 2008). El eje de abscisas 
muestra la posición en los cromosomas que están identificados por diferentes colores. En el eje de 
ordenadas se representa el –logaritmo del valor P correspondiente a cada SNP. 
Otro de los GWAS publicados en 2008, incluyó el estudio de 311238 
SNPs en 431 pacientes y 2155 controles de ascendencia europea. En este 
estudio se encontró otro locus que pasaba el umbral de significación de genoma 
completo: la proteína 3 inducida por TNFα (TNFAIP3). Este locus ya se había 
visto asociado con AR previamente (Graham RR y col., 2008) (Figura 4). 
Además, los 134 loci con menor P se analizaron también en 740 tríos y el meta-
análisis de ambas fases mostró asociación de BLK e ITGAM (Tabla 2). 
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Figura 4. Diagrama de Manhattan representando los resultados del GWAS de LES 
realizado por Graham y col (Graham RR y col., 2008). Dos líneas punteadas horizontales 
indican los niveles de P = 10-6 y P = 5 x 10-8. 
Por último, en otro estudio de todo el genoma pero de menor densidad, se 
genotiparon 85042 SNPs en una cohorte sueca de 279 casos y 515 controles. 
Como consecuencia de este GWAS se encontró asociación de la proteína 
estructural de células B con repeticiones de anquirina (BANK1) que alcanzó el 
valor de P < 5 x 10-8 cuando se estudió en 4 cohortes adicionales de población 
escandinava, argentina, alemana, italiana y española (2003 pacientes y 1968 
controles) (Kozyrev SV y col., 2008) (Tabla 2). 
También se ha realizado un GWAS en población china (Han JW y col., 
2009) (Figura 5). En este estudio se analizaron 493955 SNPs en 1047 casos y 
1205 controles y las asociaciones significativas fueron evaluadas en dos 
colecciones de muestras adicionales que englobaban 3152 casos y 7050 
controles. Como resultado, se identificaron 8 loci de susceptibilidad nuevos 
(RASGRP3, IKZF1, ETS1, SLC15A4, 7q11.23, 10q11.22, 11q23.3 y 16p11.2). 
Además, al igual que en población europea, también observaron asociación con 
LES de los loci de la proteína 1 de interacción con TNFAIP3 (TNIP1) (Gateva 
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V y col., 2009), PRDM1-ATG5 (PR domain containing 1, with ZNF domain-
APG5 autophagy 5-like) (SLEGEN y col., 2008) e HIC2-UBE2L3 
(hypermethylated in cancer 2-ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3) (SLEGEN y 
col., 2008), y confirmaron otros 5 loci ya más consolidados: el miembro 4 de la 
superfamilia de ligandos del TNF (TNFSF4) (Cunninghame Graham DS y col., 
2008a), STAT4 (Hom G y col., 2008; Graham RR y col., 2008), TNFAIP3 
(Graham RR y col., 2008), IRF5 (SLEGEN y col., 2008; Hom G y col., 2008; 
2008; Graham RR y col., 2007a) y BLK (Hom G y col., 2008) (Tabla 2). 
 
Figura 5. Diagrama de Manhattan representando los resultados del GWAS de LES 
en chinos realizado por Han y col (Han JW y col., 2009). 
Dos herramientas complementarias tras los GWAS han sido la 
imputación genotípica y el meta-análisis. La imputación permite evaluar la 
asociación de marcadores genéticos que no han sido directamente genotipados. 
Estos genotipos se pueden asignar conociendo los patrones de LD en un 
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conjunto de muestras de referencia, como son las muestras de HapMap. La 
imputación también es muy útil para combinar resultados de estudios que 
utilizan diferentes plataformas de genotipado. La combinación de datos de dos o 
más estudios se denomina meta-análisis. Su objetivo es tratar de detectar 
asociaciones que se escapan en los GWAS individuales por tener un efecto 
modesto. Además, los meta-análisis también permiten comprobar la 
consistencia y credibilidad de las asociaciones, sirviendo como un método de 
confirmación. Con este objetivo, se ha publicado un meta-análisis que encontró 
4 loci significativos según el criterio de los GWAS: IRAK1, TNFSF4, UBE2L3 
y FCGR2A (Graham RR y col., 2009). Tres de estos loci ya eran conocidos por 
otros estudios previos. 
Otra aproximación que se ha seguido para descubrir más factores de 
susceptibilidad ha sido el análisis de SNPs con alguna evidencia de asociación 
en un GWAS en más muestras para ver si se confirman. Un estudio de este tipo 
(Gateva V y col., 2009) intentó identificar nuevos loci de riesgo entre los 2466 
que mostraban una P < 0.05 en el GWAS de Hom y col. También incluyeron en 
el análisis 505 SNPs de 23 loci previamente identificados como asociados con 
LES y 42 SNPs implicados en otras enfermedades autoinmunes. El genotipado 
se llevó a cabo en colecciones de Estados Unidos (1129 casos y 2991 controles) 
y Suecia (834 casos y 1338 controles) independientes a las utilizadas en el 
GWAS. Se confirmaron las asociaciones previas de TNFAIP3, BLK, ITGAM, 
KIAA1542 y TNFSF4, y además, se identificaron 5 nuevos loci de 
susceptibilidad al LES con un valor de P menor al umbral de significación de 
los GWAS: TNIP1, PRDM1-ATG5, JAZF1 (JAZF zinc finger 1), proteína 1 de 
unión a ICBP90 (UHRF1BP1) e IL10. 
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A pesar de la gran cantidad de factores genéticos de susceptibilidad al 
LES identificados en los GWAS, hay que tener precaución en su interpretación 
ya que, debido al alto número de análisis que implican estos estudios, la 
probabilidad de encontrar falsos positivos es alta. Este inconveniente ya se 
intenta corregir estableciendo un estricto umbral de significación, pero además 
es necesario que estos resultados sean confirmados en conjuntos de muestras 
independientes y por laboratorios independientes, sobre todo por la dificultad de 
encontrar verdaderas asociaciones para las enfermedades complejas, 
especialmente cuando los efectos son modestos. Así, los distintos factores 
genéticos detectados no tienen el mismo grado de certidumbre. Hay 
asociaciones definitivas y consistentes, debido a que ya han sido identificadas 
en 2 o más estudios independientes y en los GWAS (como las de HLA, IRF5, 
ITGAM, STAT4, C8orf13-BLK y TNFAIP3). Otras asociaciones han sido 
identificadas sólo en uno de estos GWAS por lo que constituyen señales sólidas 
(como BANK1, PXK, KIAA1542 y 1q25.1). Por otra parte, asociaciones no 
detectadas en GWAS pero sí en grandes estudios de asociación de genes 
candidato pueden considerarse como probables (como MECP2 y LY9), mientras 
que otras pueden ser controvertidas porque los estudios muestran resultados 
diferentes (como la tirosín-quinasa 2, TYK2). Así que, la replicación de estos 
resultados es necesaria e importante porque proporciona una evidencia de la 
reproducibilidad de la asociación de un polimorfismo con la enfermedad. 
3.4. Factores genéticos de LES confirmados 
3.4.1. HLA 
Los primeros genes que fueron descubiertos como factores de riesgo para 
el LES fueron los que codifican para el HLA. Las moléculas del HLA están 
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implicadas en el reconocimiento y la respuesta inmune, de ahí que muchos 
estudios genéticos de enfermedades autoinmunes se centren en ellos. El 
problema que presenta su estudio es que la región en la que se encuentran es de 
gran complejidad genética y con un alto LD, lo que dificulta la identificación de 
las variantes causales y también la identificación de otros posibles genes de 
susceptibilidad al LES. 
El estudio que más contribuyó a definir la asociación del MHC con LES 
incluyó unos 50 microsatélites analizados en 334 familias multicaso. En este 
análisis quedó clara la importancia de los haplotipos que incluyen HLA-DRB1 y 
DQB1, concretamente los correspondientes al HLA-DR2 (DRB1*1501-
DQB1*0602), HLA-DR3 (DRB1*0301-DQB1*0201) y, con una menor 
importancia, al HLA-DR8 (DRB1*0801-DQB1*0402) (Graham RR y col., 
2002). Este estudio delimitó una región de 1 Mb, que engloba la región del 
MHC de clase II y III, pero no fue posible precisar más debido al alto LD de la 
zona. Los haplotipos portadores del HLA-DR3 confieren mayor riesgo que los 
portadores del HLA-DR2 y los individuos homocigotos para DR3 o 
heterocigotos DR3/DR2 muestran el riesgo más alto. Además, estos haplotipos 
se han asociado con la producción de autoanticuerpos característicos del LES 
(Graham RR y col., 2007b; Sebastiani GD y col., 2009). Concretamente, el 
haplotipo DR2 se asocia con la producción de anti-Sm y anti-ADN de doble 
cadena, mientras que DR3 está relacionado con mayores niveles de anti-Ro y 
anti-La. Los GWAS publicados recientemente (SLEGEN y col., 2008; Hom G y 
col., 2008; Graham RR y col., 2008) han confirmado que los marcadores 
localizados en la región del HLA de clase II son los más fuertemente asociados 
con la enfermedad, aunque su contribución al LES no es mucho mayor que la de 
otros factores genéticos encontrados (Figura 6), por lo que el efecto del HLA 
no es comparable con el observado en otras enfermedades autoinmunes como 
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AR o T1D (Fernando MM y col., 2008). Tampoco está clara la asociación del 
HLA con LES en grupos étnicos no caucásicos (Graham RR y col., 2007b; 
Fernando MM y col., 2007). Por ejemplo, en población latinoamericana ha sido 
un factor de susceptibilidad inconsistente, aunque es posible que esta 
inconsistencia sea debida a la heterogeneidad genética y el pequeño tamaño 
muestral de los estudios. De hecho, en un meta-análisis, con mayor potencia 
estadística, los alelos HLA-DR2 y -DR3, así como el haplotipo DRB1*0301-
DQB1*0201 conferían un aumento significativo del riesgo de LES en esta 
población (Castaño-Rodríguez N y col., 2008). 
Los genes HLA-DR y HLA-DQ tienen un papel muy importante en los 
procesos inmunes ya que las proteínas que codifican se expresan en CPAs y su 
función es presentar péptidos extraños a los receptores de células T (TCR) de 
las células Th CD4+. Estas células estimuladas inducen la producción por las 
células B de anticuerpos específicos frente al péptido, iniciando la respuesta 
inmune adquirida. Sin embargo, no se conoce cuál es la participación específica 
de los alelos HLA en la susceptibilidad al LES. 











































































Figura 6. Comparación del efecto de los genes asociados al LES. Como medida del 
tamaño del efecto se usaron las ORs (Moser KL y col., 2009). 
3.4.2. Factores del Complemento 
Las deficiencias en los componentes del complemento C2, C4A y C4B, 
cuyos genes están localizados en la región del HLA de clase III, y C1q, con el 
gen localizado en 1p34.1-1p36.3, muestran una asociación muy fuerte con LES 
(Figura 6) (Sullivan KE y col., 1994; Fielder AH y col., 1983; Reveille JD y 
col., 1985; Botto M y col., 2002). En concreto, la deficiencia del factor C4, bien 
C4A o C4B, es una de las CNVs asociadas con LES mejor definida. La 
deficiencia completa del gen (cuatro alelos nulos) es muy rara pero está 
fuertemente asociada con el LES, ya que el 75 % de individuos con esta 
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deficiencia sufren la enfermedad (Manderson AP y col., 2004). El alelo nulo de 
C4A está asociado en casi todas las poblaciones estudiadas. Sin embargo, esta 
deficiencia se encuentra en el mismo haplotipo del HLA-DR3, también asociado 
a LES, por lo que todavía no está claro si la asociación con LES de estos dos 
factores genéticos es o no independiente (Kelly JA y col., 2002). Por otra parte, 
la deficiencia de C2, que es la más frecuente en la población general, se asocia 
con LES en el 33 % de los individuos (Kelly JA y col., 2002). Mientras que la 
deficiencia del complemento que causa una mayor incidencia de LES es la de 
C1q (Figura 6). Más del 92 % de los sujetos deficientes en C1q desarrollan 
LES, normalmente con un fenotipo severo (Kelly JA y col., 2002). A pesar de la 
fuerte penetrancia de las deficiencias de los factores del complemento, éstas son 
variantes raras, por lo que la fracción de la susceptibilidad al LES atribuible a 
estos factores es muy pequeña. Por esta razón, los factores del complemento no 
son analizados en los pacientes con LES de forma sistemática. 
Los componentes del complemento son fundamentales en la respuesta 
inmunitaria y en la defensa frente a agentes extraños. Están implicados en una 
cascada bioquímica cuyas funciones son potenciar la respuesta inflamatoria, 
facilitar la fagocitosis y dirigir la lisis de células infectadas. Concretamente, 
C1q sería el responsable de iniciar la cascada al unirse a la fracción Fc de 
complejos inmunes polimerizados, causando la proteolisis de los factores C2 y 
C4 en sus subunidades A y B. C4A favorece la degranulación de células 
cebadas, liberando histamina, que provoca inflamación. Mientras que C4B 
forma un complejo con C2A que continúa la cascada para la activación del resto 
de componentes del complemento. Este sistema también es importante en el 
LES por su papel en el aclaramiento de restos apoptóticos mediante 
opsonización. Por tanto, la falta de estos componentes podría llevar a una 
defectuosa opsonización, transporte de complejos inmunes y eliminación de 
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dichos restos celulares, causando inflamación y daño tisular (Kelly JA y col., 
2002). 
3.4.3. FCGRs 
Los estudios de ligamiento proporcionaron evidencias de la relación con 
LES del locus del cromosoma 1 donde se encuentran los genes que codifican 
para los receptores Fcγ de baja afinidad (Cantor RM y col., 2004). Múltiples 
miembros de esta familia de inmunoglobulinas se han asociado con LES, 
aunque muchas de las publicaciones han obtenido resultados inconsistentes. La 
evidencia más clara corresponde al polimorfismo no sinónimo de FCGR2A 
(rs1801274, H131R), que altera la afinidad del receptor por subclases 
específicas de IgG, afectando al procesamiento de complejos inmunes (van der 
Pol W y col., 1998). Se han publicado más de 20 estudios de este SNP en 
distintos grupos étnicos, con resultados inconsistentes, aunque un meta-análisis 
ha mostrado un efecto moderado de susceptibilidad (Karassa FB y col., 2003). 
Además, el GWAS del SLEGEN mostró asociación de este SNP con P = 6.8 x 
10-7 (SLEGEN y col., 2008). El polimorfismo no sinónimo de FCGR3A (F176V) 
que también modifica la afinidad del receptor (van der Pol W y col., 1998) ha 
mostrado igualmente asociación a LES en algunos estudios. Un meta-análisis 
mostró que está asociado pero sólo en los pacientes con nefritis lúpica (Karassa 
FB y col., 2003). Estos dos genes, FCGR2A y FCGR3A, están separados por tan 
sólo 35 kb, pero las dos asociaciones parecen independientes. FCGR3A se 
expresa en células NK, macrófagos y algunos monocitos, mientras que 
FCGR2A se expresa más ampliamente en las células hematopoyéticas. Se 
piensa que la baja afinidad de los alelos de riesgo por los complejos inmunes 
provoca una deficiencia en su eliminación, aumentando la probabilidad de una 
respuesta autoinmune persistente que contribuiría al desarrollo de LES. 
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FCGR3B, que se expresa mayoritariamente en neutrófilos, es otro gen de 
la familia de receptores Fcγ de baja afinidad que está implicado en la 
susceptibilidad al LES. Este gen presenta un polimorfismo de tipo CNV, 
observándose que el bajo número de copias está asociado con riesgo de LES 
(Fanciulli M y col., 2007; Willcocks LC y col., 2008). Además, el número de 
copias se ha correlacionado con la expresión del gen que, cuando es baja, 
implica deficiencias en la adherencia e incorporación de los complejos inmunes 
por los neutrófilos. Este comportamiento es característico del LES (Willcocks 
LC y col., 2008). FCGR2B es otro gen de la familia de receptores que ha 
mostrado asociación con LES en algún estudio (Su K y col., 2004). 
La función de los FcγRs consiste en unirse a complejos anticuerpo-
antígeno, por la región Fc del anticuerpo, de modo que las células que expresan 
estos receptores pueden identificar en el LES los complejos autoinmunes para 
su eliminación mediante fagocitosis. Por tanto, la participación de los FCGRs 
así como del sistema del complemento en la susceptibilidad al LES indica la 
importancia que tiene la deficiente eliminación de complejos inmunes en el 
desarrollo del LES. 
3.4.4. TREX1 
Mediante secuenciación de la exonucleasa 3’ reparadora 1 (TREX1), se 
han encontrado tres tipos de variantes raras en 9 de 417 pacientes caucásicos 
con LES, que están ausentes en 1712 controles (Lee-Kirsch MA y col., 2007). 
Estas variantes consisten en 2 polimorfismos que provocan un cambio en la 
pauta de lectura del gen, generando proteínas truncadas, SNPs no sinónimos 
(nsSNPs), que modifican la secuencia aminoacídica aunque no afectan al 
dominio catalítico, y una variante en la región no traducida 3’ (3’UTR) del gen. 
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Mediante análisis funcionales, se observó que las proteínas truncadas veían 
alterada su localización celular, por lo que probablemente TREX1 no podría 
llevar a cabo su función. 
El interés por estudiar TREX1 en el LES se debe a varias observaciones 
que podrían recordar a características de esta enfermedad. Así, ya se habían 
identificado mutaciones en este gen relacionadas con una encefalopatía 
caracterizada por niveles altos de IFNα en el fluido cerebroespinal. Este 
fenotipo es similar al que ocurre en una forma poco frecuente del LES, 
denominada lupus sabañón. Además, tanto los pacientes que padecen la 
encefalopatía como los que presentan esta variante de LES producen ANAs. En 
ratones también se observó un posible papel de TREX1 en autoinmunidad, ya 
que la deficiencia de este gen provoca miocarditis inflamatoria autoinmune no 
infecciosa (Lee-Kirsch MA y col., 2007). 
TREX1 codifica para una exonucleasa 3’ que metaboliza ADN de cadena 
sencilla. TREX1 forma parte del complejo SET, que se localiza en el retículo 
endoplasmático. Este complejo es traslocado al núcleo en respuesta a estrés 
oxidativo inducido por grancima A. El estrés oxidativo produce apoptosis 
independiente de caspasas, durante la cual TREX1 degrada rápidamente ADN 
dañado de cadena sencilla (Chowdhury D y col., 2006). TREX1 también 
degrada ADN de cadena sencilla derivado de virus y de retroelementos 
endógenos. Esta función produce una regulación negativa de la respuesta de 
IFN tipo I que inducirían estos ácidos nucleicos (Stetson DB y col., 2008). Las 
infecciones víricas se han considerado factores ambientales que podrían 
desencadenar el desarrollo del LES por medio de la activación de la respuesta 
de IFN tipo I. Por lo tanto, la posible función de TREX1 en el reconocimiento y 
degradación de ADN viral de cadena sencilla en el citoplasma, hacen de este 
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gen un buen candidato para tener un papel en dicha respuesta característica del 
LES. 
3.4.5. IRF5 
IRF5 codifica para un factor de transcripción que regula la expresión de 
genes de respuesta a IFN de tipo I. Este gen ha sido uno de los factores 
asociados de forma más consistente con el LES, con OR ≥ 1.5 (Figura 6) 
(Sigurdsson S y col., 2005; Graham RR y col., 2007a; Cunninghame Graham 
DS y col., 2007b; Kozyrev SV y col., 2007; Ferreiro-Neira I y col., 2007; 
Sigurdsson S y col., 2008a; SLEGEN y col., 2008). En población europea, se 
han identificado múltiples polimorfismos de susceptibilidad, incluyendo: un 
SNP que crea un sitio de splicing en el exón 1B (rs2004640); un SNP que crea 
un sitio de poliadenilación en 3’UTR (rs10954213), resultando en una variante 
transcripcional más corta y de mayor estabilidad; un indel de 30 pares de bases 
en el exón 6, que afecta a un dominio de interacción de la proteína; y un indel 
de 5 pb en el promotor, que modifica un sitio de unión al factor de transcripción 
SP1. La asociación de estos SNPs es compleja, observándose un efecto 
protector y otro de susceptibilidad, causados por polimorfismos independientes 
y observándose también un posible efecto epistático entre polimorfismos 
funcionales (Ferreiro-Neira I y col., 2007). También se ha confirmado la 
asociación de IRF5 con LES en otros grupos étnicos (Shin HD y col., 2008; 
Kawasaki A y col., 2008b; Han JW y col., 2009; Kelly JA y col., 2008), aunque 
no está claro si las señales son similares a las identificadas en caucásicos. 
Se ha sugerido que IRF5 induciría la producción de IFN de tipo I en 
pDCs además de regular la expresión de genes de respuesta a IFN. Así, se ha 
observado que pacientes con LES portadores de haplotipos de riesgo de IRF5 
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tienen niveles más altos de IFNα (Niewold TB y col., 2008). A su vez, la 
producción de IRF5 es inducida por IFNα, por lo que un bucle de 
retroalimentación positiva puede ser parte del mecanismo que predispone al 
LES. 
3.4.6. PTPN22 
Alteraciones en la señalización del TCR pueden incrementar el riesgo de 
autoinmunidad. A este nivel actúa la fosfatasa de tirosina linfoide (LYP), 
codificada por el gen PTPN22. Su función es inhibir la cascada de señalización 
del TCR. El polimorfismo R620W (rs2476601) en el exón 14 de este gen está 
implicado en múltiples enfermedades autoinmunes (Chung SA y col., 2007): 
T1D, AR, LES y enfermedad tiroidea autoinmune entre otras. Su efecto en LES 
parece más fuerte en los casos familiares que en los esporádicos (Kaufman KM 
y col., 2006). El alelo de riesgo 620W impide la interacción de LYP con la 
tirosín-quinasa CSK (C-terminal Src tyrosine kinase), que es una supresora de 
las quinasas que median la activación del TCR. Esta evidencia llevó a sugerir 
que el alelo de riesgo implicaría una pérdida de función de LYP. Por lo tanto, 
este alelo llevaría a una disminución en la regulación negativa de los linfocitos 
T y su respuesta exagerada facilitaría la autoinmunidad. Sin embargo, 
experimentalmente se ha observado lo opuesto. El alelo de riesgo implica una 
ganancia de función de LYP, resultando en una mayor inhibición de la 
señalización del TCR (Vang T y col., 2005). Se sugiere que esta 
hiposensibilidad linfocitaria produce fallos en la eliminación de células T 
autorreactivas en el timo, causando enfermedades autoinmunes (Rieck M y col., 
2007). Un trabajo reciente ha identificado otro polimorfismo de PTPN22 
asociado al LES, R263Q, que también afectaría a la función fosfatasa. El alelo 
menor confiere protección frente a LES y provoca una reducción de la actividad 
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fosfatasa de LYP. De esta forma, se refuerza la hipótesis de que la inhibición de 
la actividad de LYP es un objetivo terapéutico importante (Orrú V y col., 2009). 
3.4.7. STAT4 
STAT4 se localiza en la región de ligamiento 2q descrita tanto en LES 
(Cantor RM y col., 2004) como en AR (Jawaheer D y col., 2003). Estudios en 
población europeo-americana, identificaron este factor genético como 
responsable de dicha señal en las dos enfermedades (Remmers EF y col., 2007; 
Taylor KE y col., 2008). El SNP más asociado, rs7574865, tiene un efecto 
mayor en LES que en AR, con OR de 1.55 y 1.27, respectivamente. Varios 
estudios han confirmado esta asociación con el LES (SLEGEN y col., 2008; 
Graham RR y col., 2008; Palomino-Morales RJ y col., 2008; Kobayashi S y col., 
2008; Kawasaki A y col., 2008a; Yang W y col., 2009; Han JW y col., 2009). La 
combinación de la mayoría de estos estudios en un meta-análisis mostró la 
solidez de esta asociación (Ji JD y col., 2010). Además de esta señal localizada 
en el intrón 3, se ha sugerido la existencia de una asociación independiente en el 
intrón 16, siendo el SNP más asociado el rs3821236 (Abelson AK y col., 2009). 
Una señal independiente del intrón 3 también se vio en un estudio de casi 10000 
pacientes con LES procedentes de múltiples grupos étnicos (afro-americanos, 
hispano-americanos, asiáticos y europeo-americanos). Dicha señal estaba 
representada por un haplotipo de riesgo que va del exón 4 al 14 y que está 
relacionada con la asociación del rs3821236 (Namjou B y col., 2009). Por lo 
tanto, la contribución de STAT4 al LES es importante en diferentes grupos 
étnicos y muestra por lo menos dos señales independientes. Sin embargo, 
todavía no se ha descrito ningún polimorfismo causal. Sólo se ha observado que 
los SNPs rs7574865 y rs3821236 se correlacionan con los niveles de expresión 
de STAT4, pero se desconoce cuál es el mecanismo de esta regulación (Abelson 
AK y col., 2009). 
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Se ha comunicado la asociación de algunas manifestaciones clínicas de 
LES con los alelos de riesgo de STAT4. En algunos estudios se encontró que el 
alelo de riesgo de rs7574865 estaba más fuertemente asociado en pacientes con 
nefritis, anti-ADN de doble cadena, edad temprana de aparición de la 
enfermedad, desorden hematológico, isquemia cerebrovascular, anticuerpos aPL, 
y anticuerpos anti-Ro (Taylor KE y col., 2008; Kawasaki A y col., 2008a; 
Sigurdsson S y col., 2008b; Yang W y col., 2009; Svenungsson E y col., 2009; 
Namjou B y col., 2009). Sin embargo, las asociaciones no fueron concordantes 
en todos los estudios y el fenotipo asociado está todavía por definir totalmente. 
STAT4 codifica para un factor de transcripción que se expresa en 
linfocitos, macrófagos y DCs, estando implicado en la diferenciación celular, 
proliferación y apoptosis. STAT4 es inducido por IFN de tipo I, IL23 y, sobre 
todo, por IL12. Recientemente, se ha visto que la variante de riesgo de 
rs7574865 confería una mayor sensibilidad a la señalización por IFNα en 
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con LES (Kariuki SN y 
col., 2009). STAT4 se encuentra de forma latente en el citosol, pero tras su 
activación por citocinas, se fosforila y forma homodímeros que se traslocan al 
núcleo. En el núcleo, STAT4 estimula la transcripción de genes específicos 
incluyendo INFγ, un factor clave en la diferenciación de las células Th1, 
(Watford WT y col., 2004). Probablemente, STAT4 sea también necesario para 
el desarrollo de las células Th17 y la producción por éstas de IL17. En modelos 
animales, se observó que la deficiencia de STAT4 favorecía la resistencia a 
padecer enfermedades autoinmunes (Finnegan A y col., 2002). Además, la 
inhibición de STAT4 a través de oligodeoxinucleótidos o oligonucleotidos 
antisentido es beneficiosa en modelos animales de artritis (Klinman DM y col., 




El gen ITGAM, que se encuentra en un locus ligado a LES (16p11) (Lee 
YH y col., 2005; Forabosco P y col., 2006), ha mostrado asociación en estudios 
específicos y GWAS (SLEGEN y col., 2008; Hom G y col., 2008; Nath SK y 
col., 2008; Graham RR y col., 2008). El SNP más fuertemente asociado es un 
SNP no sinónimo del exón 3 de ITGAM (rs1143679), que presenta una OR de 
1.74 en un meta-análisis de dos cohortes de origen europeo (3818 muestras) y 
africano (1560 muestras) (Nath SK y col., 2008). El alelo de riesgo codifica 
para una histidina, en lugar de una arginina, en la posición 77 de la proteína. El 
papel funcional de este cambio todavía se desconoce, aunque se ha sugerido que 
podría afectar a la conformación de la proteína y, consecuentemente, alterar la 
interacción de ITGAM con sus ligandos. Otros SNPs de la región mostraron 
también una fuerte asociación. La mayoría se encontraban en LD con rs1143679 
(r2 = 0.5-0.85) (SLEGEN y col., 2008; Hom G y col., 2008), mientras que 
rs11150610 mostraba una señal independiente (Graham. RR y col., 2008). La 
asociación de ITGAM ha sido fuertemente confirmada en un meta-análisis de 
nueve cohortes independientes (8211 muestras) de poblaciones europeas e 
hispanas. Sin embargo, estos polimorfismos son prácticamente monomórficos 
en asiáticos, constituyendo un claro ejemplo de riesgo de LES específico de 
población (Han S y col., 2009). 
ITGAM codifica para la integrina α-M que dimeriza con la integrina β-2 
(ITGB2 o CD18), formando el receptor del complemento 3 (también conocido 
como CD11b o Mac-1). Este complejo se expresa en la superficie celular de 
macrófagos, monocitos, DCs y neutrófilos. Las funciones de ITGAM son muy 
variadas e incluyen su participación en la adhesión y transmigración de los 
leucocitos a través del endotelio (Dunne JL y col., 2003), la activación de 
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neutrófilos y monocitos (Shappell SB y col., 1990), la apoptosis de neutrófilos 
(Coxon A y col., 1996) y la eliminación de complejos inmunes mediante 
fagocitosis. Estas funciones las lleva a cabo a través de su interacción con un 
amplio rango de ligandos, que incluyen el producto de activación del 
complemento 3 (C3bi), el fibrinógeno y la molécula 1 de adhesión intracelular 
(ICAM1). Como los pacientes con LES presentan un defecto en la eliminación 
de complejos inmunes, se ha sugerido que el polimorfismo de ITGAM podría 
ser un factor contribuyente. También se ha observado que la unión de C3bi a 
ITGAM induce la producción del factor de crecimiento transformante β (TGFβ) 
e IL10, que son esenciales para el mantenimiento de la tolerancia, mecanismo 
igualmente alterado en el LES (Sohn JH y col., 2003). 
3.4.9. C8orf13-BLK 
Uno de los polimorfismos asociados con LES en el estudio GWA de Hom 
y col., fue un SNP de la región promotora compartida por los genes BLK y 
C8orf13 (FAM167A) (rs13277113, OR = 1.39) (Hom y col., 2008). Otros 2 
GWAS (SLEGEN y col., 2008; Graham RR y col., 2008) encontraron otros 2 
SNPs con menor efecto (rs2248932, OR = 1.22; rs2618476, OR = 1.29) en el 
gen BLK. El alelo de riesgo del SNP rs13277113 está asociado con expresión 
reducida de BLK e incrementada de C8orf13. No obstante, ni este SNP, ni 
ningún otro polimorfismo en LD (r2 > 0.5) con él, afectan al sitio de unión de un 
factor de transcripción ni a otras secuencias nucleicas con función predecible. 
C8orf13 es un gen que se expresa de forma ubicua pero que no tiene 
función conocida. De BLK se sabe que codifica una quinasa de tirosina de la 
familia Src, pero su función todavía no ha sido bien definida. En ratones se ha 
visto que se expresa en células pro-B tardías y durante su desarrollo a células 
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plasmáticas (Wasserman R y col., 1995). Por ello, se ha sugerido que estaría 
implicada en la transición de células pro-B a pre-B (Tretter T y col., 2003). No 
obstante, ratones deficientes en BLK no muestran defectos en las células B, por 
lo que su función no está clara (Texido G y col., 2000). En humanos, se ha 
sugerido que BLK podría actuar en la señalización del receptor de células B 
(BCR) y de NFκB, influenciando el desarrollo de células B y los mecanismos 
de tolerancia y autoinmunidad (Gourh P y col., 2010). 
3.4.10. BANK1 
BANK1 se identificó como un potencial candidato a partir de un estudio 
GWA de baja densidad (Kozyrev SV y col., 2008). Se identificaron 3 posibles 
polimorfismos funcionales, que no son independientes. El que mostró una 
evidencia de asociación más fuerte fue rs17266594 (OR = 0.70), que es un 
polimorfismo branch point antes del exón 2. Este SNP altera el splicing de la 
proteína, dando lugar a una isoforma corta sin exón 2, que podría afectar a su 
unión con otras proteínas. El segundo polimorfismo asociado (rs10516487, OR 
= 0.72) es un SNP no sinónimo, localizado a 153 pb del rs17266594 y en LD 
con él (r2 = 0.9). El tercer SNP de susceptibilidad (rs3733197, OR = 0.81) se 
localiza en el exón 7, correspondiente al dominio anquirina de la proteína, pero 
no mostró LD con ninguno de los otros 2 SNPs (r2 < 0.4). La asociación de 
BANK1 fue replicada también en un estudio en población china, donde los SNPs 
rs17266594 y rs3733197 mostraban asociaciones independientes (Chang YK y 
col., 2009). Se ha sugerido la posible asociación de diversos SNPs de BANK1 
con variables clínicas específicas: daño hematológico, inmunológico y renal y 
producción de anti-RNP A y anti-Sm (Guo L y col., 2009). Sin embargo, estas 
asociaciones con la clínica del LES son dudosas, ya que el análisis se hizo 
comparando los casos positivos para cada criterio con los controles. 
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BANK1 es una proteína de anclaje que se expresa en células B. Esta 
proteína media la interacción entre la quinasa de tirosina LYN (Yamaguchi 
sarcoma viral oncogene homolog) y el canal de calcio IP3R (inositol 1,4,5-
triphosphate receptor), facilitando la liberación de calcio intracelular, proceso 
que es importante en la activación de células B (Yokoyama K y col., 2002). 
Esta función sugiriere que las variantes asociadas con LES podrían aumentar el 
riesgo a sufrir la enfermedad al alterar el umbral de activación de las células B. 
Sin embargo, BANK1 también parece tener un papel inhibidor de la respuesta 
de células B, ya que ratones deficientes en esta proteína muestran una 
producción elevada de anticuerpos (Aiba Y y col., 2006). 
3.4.11. 1q25.1 y TNFSF4 
Uno de los SNPs asociados significativamente en el GWAS del SLEGEN 
fue rs10798269, localizado en el locus 1q25.1 (SLEGEN y col., 2008), donde 
no se ha descrito ningún gen. Sólo a unas 133 kb se encuentra un posible gen 
candidato, TNFSF4 (también conocido como OX40L). Otros tres estudios han 
mostrado asociación de LES con TNSF4, dos de los cuales pasaban el umbral de 
significación de los GWAS (Delgado-Vega AM y col., 2009; Gateva V y col., 
2009; Graham RR y col., 2009). Resultados similares se obtuvieron en el 
GWAS realizado con chinos (Chang YK y col., 2009). Este gen se expresa en 
CPAs y células endoteliales y parece tener un papel en la estimulación de 
células T CD4+. Además, se han observado dos haplotipos en la región 
upstream del gen, uno protector y otro de riesgo, asociados con LES, en un 
estudio en el que también se encontró que el haplotipo de riesgo correlacionaba 
con un incremento en la expresión de TNFSF4 (Cunninghame Graham DS y 
col., 2008a). Se sugirió que altos niveles de este ligando llevarían a una elevada 




El SNP de KIAA1542 asociado con LES (rs4963128) se ubica en una 
región donde se ha descrito un polimorfismo de tipo indel (Redon R y col., 
2006). El gen, también llamado PHRF1 (PHD and ring finger domain-
containing protein 1), se encuentra en un locus homólogo al gen codificante de 
un factor de elongación. Sin embargo, se desconoce la función de la proteína 
que codifica y se ha sugerido que el efecto de susceptibilidad observado en este 
locus puede deberse a la proximidad del gen IRF7 (a ~ 20 Kb), que ejerce una 
función importante en la señalización del IFN de tipo I. De hecho, un SNP de 
este gen (rs709266) muestra un alto LD (r2 = 0.94) con el rs4963128 (SLEGEN 
y col., 2008; Gateva V y col., 2009). 
3.4.13. PXK  
PXK codifica para una quinasa de serina-treonina con dominio homólogo 
a Phox, de la que se conocen 5 variantes de splicing, 3 de las cuales (PXK_v1, 
PXK_v2 y PXK_v4) se expresan en una amplia variedad de tejidos y una cuarta 
(PXK_v3) que sólo lo hace en leucocitos de sangre periférica. Los dominios 
homólogos a Phox tienen la función de dirigir proteínas hacia la membrana 
celular, al unirse de forma específica a dominios de fosfoinositol, por lo que son 
cruciales para diversas funciones celulares (Zou X y col., 2005). El SNP 
asociado con LES (rs6445975) se localiza en el intrón 5 de este gen, pero se 
desconoce la  posible función del polimorfismo y de la proteína en la 
susceptibilidad al LES. 
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3.4.14. MECP2- IRAK1  
MECP2 e IRAK1 se encuentran en un mismo bloque haplotípico de Xq28. 
Estudios independientes mostraron de forma convincente asociación con 
MECP2 o con IRAK1, pero ninguno de ellos ha analizado los dos genes. Por lo 
tanto, no es posible saber si la asociación se debe a uno u a otro. En el estudio 
que identificó MECP2, el SNP rs17435, en el intrón 2, fue el más fuertemente 
asociado tanto en población europeo-americana (n = 1080, OR = 1.29) como en 
coreana (n = 628, OR = 1.58) (Sawalha AH y col., 2008). Otros 3 SNPs 
(rs1734791, rs1734792, rs1734787) entre los que hay un fuerte LD mostraron 
también una fuerte asociación. Este bloque define un haplotipo de riesgo y otro 
de protección. Los mismos haplotipos se encontraron en una colección 
independiente de 3230 muestras europeo-americanas, donde se confirmó la 
asociación de MECP2 con LES (Webb R y col., 2009). El estudio centrado en 
IRAK1 se basó en un análisis TDT de 9412 SNPs llevado a cabo en LES infantil, 
incluyendo 251 familias con la estructura de tríos (Jacob CO y col., 2007). Esta 
asociación fue confirmada (OR > 1.5) tanto en LES infantil como en adultos, al 
genotipar 13 SNPs de la región en unas 10000 muestras de 4 grupos étnicos 
diferentes (europeos, asiáticos, africanos e hispanos) (Jacob CO y col., 2009). 
Los SNPs más asociados (OR > 1.5) están en un bloque de LD que también 
define un haplotipo de riesgo y otro de protección. Por tanto, es posible que 
estos estudios estén describiendo la misma asociación. Además, se sugirió que 
la dosis de IRAK1 y MECP2 podría contribuir a la mayor prevalencia del LES 
en mujeres, debido a su localización en el cromosoma X (Jacob CO y col., 2009; 
Sawalha AH y col., 2008). 
Tanto MECP2 como IRAK1 son buenos genes candidatos. El producto de 
MECP2 es una proteína que se une a citosinas metiladas y recluta deacetilasas 
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de histonas que dan lugar a una conformación de la cromatina inaccesible a la 
maquinaria transcripcional (Jones PL y col., 1998). Pero se ha sugerido que 
MECP2 no sólo ejerce una función represora de la transcripción sino que 
también puede ejercer un efecto opuesto, induciendo la activación de la 
transcripción, al reclutar al factor de transcripción CREB1 (cAMP responsive 
element binding protein 1) (Chahrour M y col., 2008). Se ha estudiado si el 
haplotipo de riesgo de MECP2 afecta a la expresión de sus genes diana. Se 
observó que estaba correlacionado con expresión diferencial de genes sensibles 
a metilación en células B, la mayoría  sufriendo sobreexpresión y estando 
algunos de ellos regulados por IFN. Esto último llevó a sugerir que MECP2 
contribuiría a la “firma del IFN” característica del LES (Webb R y col., 2009). 
IRAK1 codifica una quinasa de serina-treonina, que está implicada en la 
transmisión de las señales de receptores de la familia TLR/IL1R. IRAK1 une 
varios receptores a la proteína activadora/adaptadora TRAF6 que, una vez 
activada, regula diversas rutas tanto en la respuesta inmune innata como 
adquirida. Se ha visto en modelos murinos de LES que IRAK1 podría tener un 
papel en la inducción de INFα/γ, en la regulación del factor nuclear κB (NFκB) 
de células T y en la activación de los TLRs. 
3.4.15. TNFAIP3 y región intergénica 6q23 
El gen TNFAIP3 y la región intergénica 6q23 son dos loci vecinos que se 
encuentran en bloques haplotípicos distintos y que están asociados a varias 
enfermedades autoinmunes incluyendo AR (Wellcome Trust Case Control 
Consortium, 2007; Thomson W y col., 2007; Dieguez-Gonzalez R y col., 2009) 
y LES (Graham RR y col., 2008; Musone SL y col., 2008). Sin embargo, los 
detalles de la asociación no coinciden. El SNP de riesgo que mostraba una 
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asociación más fuerte con AR (rs6920220) está en la región intergénica 6q23 y 
sólo mostró una asociación modesta con LES en el estudio de Graham y col., 
mientras que no estaba asociado en el de Musone y col. De forma similar, el 
SNP protector para AR en la región intergénica (rs10499194) se vio asociado 
con LES en el estudio de Musone y col. Por el contrario, las asociaciones en 
TNFAIP3 han sido mucho más claras en los estudios de LES que en los de AR. 
Los dos estudios de LES expusieron la asociación de un haplotipo de riesgo 
definido por los alelos menores de una serie de SNPs de baja frecuencia 
altamente correlacionados (r2 > 0.98) que incluyen rs104999197, rs5029939, 
rs2230926 y rs7749323 (Graham RR y col., 2008; Musone SL y col., 2008). El 
meta-análisis de ambos estudios y resultados de imputación permitieron definir 
un haplotipo de riesgo que abarca 109 kb, en el que es difícil determinar si el 
alelo funcional es el nsSNP rs2230926 u otro de los 14 SNPs que constituyen el 
haplotipo. Sin embargo, este estudio no consiguió replicar la asociación de la 
región intergénica 6q23, debido a los resultados dispares de los dos estudios 
(Bates JS y col., 2009). 
Además, el estudio de Musone y col., encontró asociación con un SNP en 
la región promotora de un gen implicado en apoptosis, PERP (p53 apoptosis 
effector related to PMP22), que se encuentra a unas 200 kb 3’ de TNFAIP3. Sin 
embargo, esta asociación no ha sido descrita en ningún estudio adicional. 
El bloque de LD de 6q23 abarca unas 60 kb en las que no hay ningún gen 
conocido, sino sólo el pseudogén PTPN11. Este locus está flanqueado por los 
genes del factor de transcripción 3 de oligodendrocitos (OLIG3, 
oligodendrocyte transcription factor 3) y TNFAIP3. OLIG3 parece estar 
implicado en el desarrollo y diferenciación de células neuronales, no siendo un 
gen candidato para las enfermedades autoinmunes. En contraste, TNFAIP3 
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regula de forma negativa al factor de transcripción NFκB, que sí está implicado 
en la respuesta inmune, pudiendo tener un papel importante en la enfermedad 
(Boone DL y col., 2004; Wertz IE y col., 2004). 
El gen TNFAIP3 codifica la proteína A20, un enzima que ubiquitina 
proteínas de la ruta pro-inflamatoria de NFκB, desencadenada por TLRs, el 
receptor de IL1 (IL1R), el receptor de TNF (TNFR) y NOD2 (Boone DL y col., 
2004; Wertz IE y col., 2004). Las proteínas diana de A20 incluyen las proteínas 
adaptadoras TRAF6, RIP1, RIP2 e IKKγ/NEMO, que tras ser ubiquitinadas 
sufren degradación proteosómica (Wertz IE y col., 2004). De este modo, A20 
juega un papel importante en la modulación de funciones celulares como la 
activación celular, la señalización de citocinas y la apoptosis, actuando como 
molécula anti-inflamatoria (Beyaert R y col., 2000). La importancia de estas 
funciones de TNFAIP3 se ha demostrado en ratones deficientes, que desarrollan 
inflamación multiorgánica severa y caquexia letales (Lee EG y col., 2000). El 
único polimorfismo asociado que puede tener un papel funcional es rs2230926, 
que da lugar a un cambio de fenilalanina (alelo mayor) por cisteína (alelo menor) 
en el residuo 127 de A20. Se observó que este cambio no alteraba la estabilidad 
de la proteína, pero reducía de forma modesta la inhibición de NFκB, lo que 
podría llevar a una respuesta inflamatoria exagerada (Musone y col., 2008). 
3.4.16. TNIP1 
TNIP1 mostró asociación significativa con LES en el GWAS de Gateva y 
col. El SNP asociado, rs7708392, se localiza en un intrón del gen. Otras 
variantes a unas 21 kb de este gen ya habían mostrado su contribución al riesgo 
de psoriasis (Nair RP y col., 2009), pero las señales en estas dos enfermedades 
autoinmunes son independientes (r2 = 0.001). Se sabe que TNIP1 interacciona 
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con TNFAIP3 (Heyninck y col., 2003), aunque su papel en la regulación de esta 
proteína se desconoce. Sin embargo, ambos genes presentan señales de 
susceptibilidad en distintas enfermedades autoinmunes, por lo que se ha 
hipotetizado que esta ruta tiene un importante papel en la regulación de la 
autoinmunidad. 
3.4.17. PRDM1-ATG5 
Dos estudios han observado señales de asociación con LES en el locus 
PRDM1-ATG5. Una de ellas se encuentra en la región intergénica (rs6568431) 
mientras que la segunda se localiza en ATG5 (rs2245214, rs573775) (SLEGEN 
y col., 2008; Gateva V y col., 2009). El bajo LD (r2 < 0.1) y los análisis 
condicionales sugieren que son señales independientes. ATG5 está implicado en 
la autofagia celular, proceso catabólico por el cual el citoplasma y los orgánulos 
en exceso o deteriorados son secuestrados en lisosomas o vacuolas para su 
descomposición. Sin embargo, su papel en el LES podría estar relacionado con 
su participación en la apoptosis dependiente de caspasas, como sugieren los 
modelos KO del gen. Por otra parte, PRDM1 también podría tener un papel en 
el sistema inmune, ya que es un regulador transcripcional de la diferenciación 
de células T y B (Crotty S y col., 2010). 
3.4.18. JAZF1 
La región promotora del gen JAZF1 mostró asociación con LES, con P < 
5 x 10-8 (Gateva V y col., 2009). La misma variante de susceptibilidad 
(rs849142) se observó previamente en diabetes tipo 2 (T2D) (Zeggini E y col., 
2008). Otro SNP independiente (rs10486567), cercano al gen, también mostró 
asociación con susceptibilidad al cáncer de próstata (Thomas G y col., 2008), 
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pero no se asoció a LES (Gateva V y col., 2009). JAZF1 codifica para un factor 
de transcripción que regula la expresión de numerosos genes, por lo que se 
desconoce cuál podría ser su función específica en el LES. 
3.4.19. UHRF1BP1 
Un nsSNP (rs11755393) del gen UHRF1BP1 es uno de los nuevos loci de 
susceptibilidad al LES identificados en el estudio de Gateva y col. (Gateva y 
col., 2009). Este cambio aminoacídico se localiza en un posible dominio de 
unión a UHRF1, un factor de transcripción y metilación ligado a múltiples rutas 
(Arita K y col., 2008). UHRF1BP1 se encuentra en una región con alto LD que 
incluye otros genes, como SNRPC (small nuclear ribonucleoprotein polypeptide 
C), que codifica para un polipéptido que forma parte del complejo de 
procesamiento del ARN. Por tanto, aún está por definir qué gen sería el 
responsable causal de la asociación en este locus. 
3.4.20. IL10 
La IL10 es una importante citocina anti-inflamatoria (Diveu C y col., 
2008), por lo que el gen que la codifica es un buen candidato a participar en la 
susceptibilidad al LES. Los resultados de asociación han sido inconsistentes en 
los estudios realizados hace unos años. Sin embargo, los últimos estudios que 
son mucho más sólidos parecen confirmar la asociación con este locus (Nath SK 
y col., 2005; Gateva V y col., 2009). Además, uno de los polimorfismos 
asociados con LES también contribuye al riesgo de colitis ulcerosa (Franke A y 
col., 2008) y T1D (Barrett JC y col., 2009), sugiriendo la posibilidad de que el 
papel de la ruta de IL10 sea similar en estas tres enfermedades. 
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3.5. Factores genéticos con asociación al LES controvertida 
Hay muchos genes que han sido asociados con LES en algún estudio pero 
que no han sido confirmados con posterioridad. Aquí sólo se tratarán dos que 
por la solidez de los estudios que los apoyan pueden ser genuinos factores de 
riesgo aunque no hayan sido todavía replicados de forma definitiva. 
3.5.1. TYK2 
TYK2 es un gen implicado en varias rutas de señalización, entre ellas, la 
del IFNα. Su relación con la susceptibilidad al LES es controvertida 
(Sigurdsson S y col., 2005; Cunninghame Graham DS y col., 2007a; SLEGEN y 
col., 2008). La asociación de este gen se describió a la vez que la de IRF5 en un 
estudio en población escandinava, que analizaba genes de la ruta del IFN 
(Sigurdsson S y col., 2005). El SNP más asociado fue rs2304256 (OR = 0.63), 
localizado en el exón 8 del gen. Éste es un nsSNP que codifica para un cambio 
de valina por fenilalanina en el dominio homólogo Janus 4, pero su posible 
efecto funcional aún no ha sido identificado. En este estudio había un segundo 
SNP asociado, rs12720356, pero ni éste ni otros 3 SNPs de TYK2 (rs280500, 
rs6511696, rs280519) mostraron asociación en ninguno de los GWAS 
(SLEGEN y col., 2008). Además, la asociación del nsSNP (rs2304256) sólo ha 
sido confirmada en un pequeño estudio en finlandeses (Hellquist A y col., 2009), 
mientras que no fue replicada en un estudio TDT con familias inglesas 
(Cunninghame Graham DS y col., 2007a). En este último se encontró otro SNP 
asociado (rs12720270), que también estaba asociado en el estudio finlandés 
(Hellquist A y col., 2009), pero que no había resultado significativo en las 
familias escandinavas (Sigurdsson S y col., 2005). 
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TYK2 es miembro de la familia de quinasas Janus y forma parte de la 
ruta JAK-STAT, desencadenada por los receptores de IFNα, IL6, IL10 o IL12. 
En las células mononucleares de sangre periférica, TYK2 es activada, junto con 
JAK1, por el receptor de IFNα (IFNAR), tras unión de su ligando. Esta 
activación da lugar al reclutamiento y activación de otras señales de 
transducción, como son las STATs, que tras dimerizar se traslocan al núcleo 
donde estimulan la expresión de genes de la “firma del IFN” (Kotenko SV y 
col., 2000; Baechler EC y col., 2003). 
3.5.2. LY9 
LY9 (también conocido como CD229) se encuentra en el intervalo de 
ligamiento al LES en 1q23 (Cantor RM y col., 2004). Este gen fue el que 
mostraba asociación más fuerte de entre los estudiados en dicha región en un 
estudio TDT de 660 familias inglesas y 271 familias canadienses (Cunninghame 
Graham DS y col., 2008b). Hasta el momento, ningún otro estudio ha 
confirmado este factor genético. LY9 se expresa en la superficie de monocitos, 
células NK y linfocitos T periféricos. Participa en la adhesión entre células T y 
CPAs, aunque se conoce poco acerca de su función. El SNP con P más 
significativa (0.002), rs509749, es un nsSNP del exón 8 que codifica para un 
cambio de valina por metionina en el aminoácido 602 del dominio 
citoplasmático. Esta región es el sitio de unión de SAP/SH2D1a, una proteína 
adaptadora implicada en la señalización en células T al reclutar quinasas Src, 
por lo que podría interferir con esta misma (Cunninghame Graham DS y col., 
2008b).  
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4. Determinación de los efectos funcionales de los loci de 
susceptibilidad 
Como se ha comentado anteriormente, en los últimos dos años se han 
identificado más de 25 loci que predisponen al LES, reflejando el éxito que han 
tenido los GWAS en esta enfermedad (Moser KL y col., 2009). Estos resultados 
han permitido una mayor comprensión de las alteraciones inmunológicas 
responsables del LES, ya que muchos de los genes asociados tienen papeles 
importantes en el sistema inmune. Sin embargo, otros no tienen una función 
conocida o son loci localizados en regiones del ADN sin ninguna función 
identificable (Figura 7). Además, incluso en los genes con función conocida no 
se sabe todavía cuál es el polimorfismo causal y cuáles son sus consecuencias 
específicas que motivan la susceptibilidad al LES. Esta ignorancia es una de las 
dificultades en la aplicabilidad de los descubrimientos genéticos. 
Para tratar de avanzar en estos aspectos es necesario descubrir los 
polimorfismos causales e identificar sus efectos. Éstos pueden ser desde 
cambios en la estructura, función o estabilidad de las proteínas a alteraciones en 
las secuencias reguladoras, ya sean sitios de unión de factores de transcripción o 
de miRNAs, o sitios afectados por cambios epigenéticos. Un ejemplo de un 
posible polimorfismo causal y de su posible efecto es el de PD1.3 en el gen 





Figura 7. Genes asociados con LES y su función en el sistema inmune (Moser KL y 
col., 2009). 
PD1.3 fue el SNP más fuertemente asociado en un gran estudio de LES 
anterior a los GWAS. Éste sería un ejemplo de SNP que puede afectar al sitio de 
unión de un factor de transcripción. La sustitución del alelo G por el alelo A de 
PD1.3 afecta al cuarto nucleótido del sitio de unión consenso (TGT/cGGT) para 
el factor de transcripción RUNX1 (runt-related transcription factor 1) (Figura 
8). Este SNP se localiza en el cuarto intrón de PDCD1 en una secuencia que 
muestra cuatro repeticiones en tandem de 40 nucleótidos cada una. Se propuso 
que estas repeticiones podrían actuar como enhancer y, por tanto, tener un papel 
importante en la regulación transcripcional de PDCD1 (Prokunina L y col., 
2002). Los enhancer son elementos reguladores que potencian la transcripción y 
que son capaces de actuar a grandes distancias del gen e independientemente de 
su posición y orientación con respecto al gen. La hipótesis de que el intrón 4 de 
PDCD1 funcione como enhancer se basa en la predicción informática de 
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múltiples sitios de unión a diferentes factores de transcripción implicados en la 
diferenciación hematopoyética e inflamación: RUNX1, NFκB1 (o p50) y 
factores de unión al E-box (Figura 8). 
 
Figura 8. Parte de la secuencia del enhancer hipotético en el intrón 4 de PDCD1 
(Prokunina L y col., 2002) 
Sólo se ha publicado un experimento que apoyaba el papel funcional de 
PD1.3. Se trata de un ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) 
en el que se observó unión específica de RUNX1 a un oligonucleótido sintético 
con el alelo G de PD1.3, y desaparición de la unión al oligonucleótido cuando 
llevaba el alelo A (Prokunina L y col., 2002). Por tanto, se sugirió que el SNP 
tendría un efecto regulador de PDCD1, probablemente disminuyendo su 
expresión. En el mismo estudio también se observaron diferencias en la 
expresión del ARN mensajero de PDCD1 en células mononucleares de sangre 
periférica activadas entre los pacientes AA y GA y los GG. Sin embargo, estos 
resultados no fueron concluyentes debido a grandes variaciones 
interindividuales (Prokunina L y col., 2002). Por tanto, el papel funcional de 
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este SNP todavía no está claro y su posible papel en la regulación de la 
expresión de PDCD1 requiere ser confirmada. 
El factor de transcripción RUNX1, que se uniría a PD1.3, pertenece a una 
familia de factores de transcripción nucleares, CBF (core binding factor), que 
realizan funciones importantes en el desarrollo normal y en enfermedades. 
Concretamente, RUNX1 regula la expresión de genes implicados en la 
hematopoyesis y en la diferenciación de células mieloides y linfoides. La 
secuencia consenso de unión de RUNX1 fue descrita a partir de la selección de 
oligonucleótidos sintéticos que presentaban afinidad por el factor de 
transcripción (Meyers S y col., 1993). Esta secuencia, TGT/cGGT, pertenece a 
un grupo de secuencias identificadas previamente como elementos críticos para 
la actividad de los enhancers del poliomavirus, del virus SV40 (simian virus 40) 
y del retrovirus murino SL3-3 (Thornell A y col., 1988; Kamachi Y y col., 
1990). Pero además, es funcional en múltiples enhancers y promotores celulares 
de genes implicados en la hematopoyesis y en la función del sistema inmune, 
como en enhancers del TCR (Hernandez-Munain C y col., 1995; Bruhn L y col., 
1997) y en los promotores de los genes IL3 (Uchida H y col., 1997), factor 
estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) (Frank R y col., 
1995), CD3ε (Hallberg B y col., 1992), adaptador monocítico (Mona/Gads) 
(Guyot B y col., 2003), granzima B (GRZB) (Wargnier A y col., 1995), proteína 
1α inflamatoria de macrófagos (MIP1α) (Bristow CA y col., 2003), IL2 e INFγ 
(Ono M y col., 2007). Así, el papel de RUNX1 en todas estas regiones 
reguladoras apoya la hipótesis de que la secuencia donde se encuentra PD1.3 
pueda actuar como un enhancer, pero todavía no ha sido comprobado. 
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5. El problema de la heredabilidad no explicada 
Los GWAS han sido una potente herramienta para la investigación del 
componente genético de las enfermedades complejas, identificando gran 
cantidad de variantes genéticas de susceptibilidad. La mayoría de asociaciones 
encontradas hasta ahora muestran ORs ≤ 1.5 (Figura 6). Este pequeño efecto y 
el gran número de genes de susceptibilidad que se están encontrando indica que 
en el LES participan múltiples factores genéticos ya que cada uno de ellos 
confiere un pequeño aumento en el riesgo a padecer la enfermedad. Sin 
embargo, a pesar de ser numerosos explican sólo una parte pequeña de la 
heredabilidad (proporción del fenotipo atribuible a factores genéticos). Así, en 
el estudio GWA del SLEGEN se estimó que PXK, HLA, IRF5, KIAA1542 e 
ITGAM explican tan sólo un 15 % de la heredabilidad (SLEGEN y col., 2008). 
Estos resultados llevan a preguntarse dónde puede residir la heredabilidad 
todavía no identificada. 
Varias han sido las sugerencias sobre las distintas razones que podrían 
explicar la falta de detección de una proporción considerable de la heredabilidad. 
En primer lugar, es posible que aún no se hayan identificado muchas de las 
variantes comunes de pequeño efecto. Otra posibilidad es que las variantes 
causales por descubrir sean variantes de baja frecuencia (1-5 %) o variantes 
raras (frecuencia < 0.5 %), que no están bien cubiertas por los GWAS actuales. 
Además, es posible que estas variantes poco frecuentes tengan un efecto más 
notable. Sin embargo, su efecto no puede ser muy fuerte ya que no han sido 
detectadas por los estudios de ligamiento (Manolio TA y col., 2009). Un 
ejemplo de variantes de este tipo son las variantes raras en TREX1 (Lee-Kirsch 
MA y col., 2007) que ya han sido comentadas. Otra posible fuente de 
heredabilidad no explicada son las variantes estructurales, como las CNVs. 
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Hasta hace poco, estas variaciones no se evaluaban de forma explícita ni 
estaban bien cubiertas en los GWAS. Sólo recientemente se han desarrollado 
varias aproximaciones para integrar el análisis de las CNVs en los GWAS, lo 
que ha llevado al descubrimiento de su efecto en desórdenes neurosiquiátricos, 
enfermedad de Crohn y obesidad. En el LES todavía no se han utilizado estas 
nuevas herramientas pero estudios previos ya habían detectado fuertes 
asociación con dos CNVs. Una en el factor del complemento C4 (Manderson 
AP y col., 2004) y otra en FCGR3B (Willcocks LC y col., 2008). Por último, 
otros posibles contribuyentes a la heredabilidad no explicada, que los GWAS 
tienen poca potencia para detectar, son las interacciones gen-ambiente o gen-
gen, fenómenos conocidos como epistasis (Manolio TA y col., 2009) y que se 
desarrollará a continuación. 
La epistasis se puede analizar desde dos perspectivas diferentes, biológica 
y estadística. En la perspectiva biológica, la espistasis es el resultado de la 
interacción entre moléculas que participan en una misma ruta, de modo que el 
efecto de un gen en un fenotipo depende de otro u otros genes o de algún factor 
ambiental. En contraste, la epistasis estadística se define como una desviación 
de la aditividad en un modelo matemático que relaciona múltiples genotipos y/o 
variables ambientales con un fenotipo. Por lo tanto, no existe una relación 
directa entre estas dos formas de considerar la epistasis. Es posible que la 
demostración de epistasis por análisis estadísticos no se correlacione con una 
relación biológica clara, y también que algunas epistasis biológicas no den lugar 
a epistasis desde el punto de vista estadístico. Dada la herencia poligénica del 
LES y el pequeño efecto de los polimorfismos asociados, el desafío está en 
demostrar si existen interacciones que pudieran explicar el riesgo de LES más 
allá de la acumulación de los riesgos individuales definidos por cada uno de los 
polimorfismos de susceptibilidad. 
Factores genéticos asociados con predisposición a LES 
 68
Como parte del estudio GWA llevado a cabo por el consorcio SLEGEN, 
se exploró si había evidencias de epistasis entre los genes asociados, pero no las 
encontraron (SLEGEN y col., 2008). Otros estudios analizaron la interacción 
entre genes que forman parte de la misma ruta funcional. Así, STAT4 e IRF5 
son miembros de la ruta de IFN de tipo I, por lo que sus polimorfismos de 
susceptibilidad serían candidatos a interaccionar. Lo que se observó en un 
estudio de 500 pacientes y 500 controles suecos fue que con cada alelo de riesgo 
del rs7582694 de STAT4 (que define el haplotipo de riesgo y tiene r2 = 1 con el 
rs7574865) y de dos SNPs (indel del promotor y rs10488631) de IRF5 la OR se 
incrementaba en 1.82 (Sigurdsson S y col., 2008b). Un efecto incrementado al 
combinar estos dos factores genéticos se describió en otro estudio de LES con 
muestras europeas e hispanas (Abelson AK y col., 2009), así como en pacientes 
con síndrome de Sjögren (SS) (Nordmark G y col., 2009) y en pacientes con 
esclerosis sistémica cutánea difusa (Dieudé P y col., 2009). Sin embargo, los 
aumentos de riesgo observados en estos estudios no han detectado desviación de 
la suma de susceptibilidad que confiere cada alelo por sí mismo, por lo que no 
hay evidencias de interacción epistática entre estos dos factores. 
Otro factor que participa en la ruta del IFN es TYK2, por lo que también 
se ha hipotetizado su posible interacción con IRF5. De hecho, un estudio 
encontró epistasis significativa (P = 0.014) entre los SNPs rs10954213 de IRF5 
y rs2304256 de TYK2. La combinación genotípica que más contribuyó a la 
interacción era la de los homocigotos para los alelos de riesgo de ambos SNPs 
(OR = 2.73) (Hellquist A y col., 2009). Aún así, el tamaño muestral de este 
estudio no es muy grande (300 pacientes y 300 controles), por lo que sería 




Por último, en un estudio aún sin publicar, se ha examinado también la 
interacción entre moléculas que participan en la señalización de las células B. 
Concretamente, se buscaron interacciones genéticas entre BANK1 y ~100000 
SNPs de un GWAS. BANK1 mostró interacción estadísticamente significativa 
con 29 genes, entre los que se incluían BLK y el receptor 2 de inositol 1,4,5-
trifosfato (ITPR2). Además, se confirmó la interacción física entre BANK1 y 
BLK y que el alelo de riesgo del SNP rs17266594 de BANK1, que da lugar a 
una variante de splicing sin dominio de unión, reduce su interacción con BLK 
(Castillejo-Lopez C y col., 2009). 
Por tanto, las evidencias de epistasis entre factores de susceptibilidad al 
LES son pocas por el momento. La de TYK2 e IRF5 es débil, posiblemente por 
el pequeño tamaño muestral empleado, mientras que la de BANK1, BLK e 
ITPR2 parece más prometedora ya que ha sido confirmada en dos cohortes de 
gran tamaño. Además, la interacción de BANK1 y BLK se ha explicado 
biológicamente al observar como estas dos proteínas también interaccionan 
físicamente y que la interacción se relaciona con una variante de splicing 
(Castillejo-Lopez C y col., 2009). 
Un campo inexplorado es el de las epistasis entre polimorfismos que no 
están asociados con LES así como el de las interacciones con el ambiente. Por 
todo ello, todavía es posible que existan muchos más ejemplos de epistasis y 
que tengan una contribución significativa a la heredabilidad del LES. 
 
 
Factores genéticos asociados con predisposición a LES 
 70
6. La hipótesis de los factores genéticos comunes a múltiples 
enfermedades autoinmunes a la luz de los GWAS 
Las enfermedades autoinmunes se caracterizan porque se inician por la 
pérdida de tolerancia a autoantígenos. Algunos de los mecanismos implicados 
en los procesos patogénicos son específicos de cada una de ellas, pero también 
comparten otros. Entre estos últimos destacan los mecanismos de desregulación 
de la activación de linfocitos T y B y las rutas que llevan a la inflamación. Un 
ejemplo clásico de los efectos de estos mecanismos compartidos es el de los 
ratones NOD, un modelo de T1D, que además presentan susceptibilidad a 
diferentes enfermedades autoinmunes o a desarrollar anticuerpos característicos 
de dichas enfermedades (Johansson AC y col., 2003). Así mismo, en humanos 
se ha observado que algunas enfermedades autoinmunes concurren en un mismo 
individuo o en una misma familia más frecuentemente que lo esperado 
(Baranzini SE y col., 2009). Esto ha llevado a sugerir que, al igual que 
comparten mecanismos patogénicos, podrían compartir parte de su etiología, en 
concreto los factores genéticos que predisponen a la autoinmunidad. 
Los estudios de ligamiento han mostrado regiones que influencian la 
susceptibilidad a varias enfermedades autoinmunes. El ejemplo más claro es el 
del HLA, que es el factor que mayor influencia tiene en la susceptibilidad a 
autoinmunidad. Además, hay otros genes que han mostrado asociación 
convincente con diferentes desórdenes autoinmunes. Tres ejemplos notables son 
el antígeno 4 de linfocitos T citotóxicos (CTLA4), PTPN22 y STAT4. Estos 
genes están implicados en mecanismos inmunogenéticos comunes y, por lo 
tanto, tienen un efecto pleiotrópico en los fenotipos autoinmunes (Serrano NC y 
col., 2006). En los últimos años se han llevado a cabo más de 30 GWAS en más 
de 7 enfermedades autoinmunes, que han identificado genes asociados con más 
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de una enfermedad. Entre los nuevos asociados se pueden destacar el receptor α 
de IL2 (IL2RA), asociado con esclerosis múltiple y T1D, IL12B, asociado con 
psoriasis y enfermedad de Crohn y TNFAIP3, asociado con AR y LES 
(Baranzini SE y col., 2009).  
En el ámbito de las enfermedades reumáticas, existen algunas evidencias 
de que el LES y la AR pueden compartir parte del componente genético. Así, el 
riesgo a padecer AR de los hermanos de pacientes con LES estuvo aumentado 
unas 3-5 veces con respecto al riesgo de la población general en un estudio 
(Alarcón-Segovia D y col., 2005). También estas dos enfermedades se solapan 
en algunos pacientes raros, dándosele a esta condición el nombre de “rhupus” 
(Panush RS y col., 1988). 
La AR es una enfermedad compleja en la que el componente genético 
juega un papel destacable (Aho K y col., 1986; Silman AJ y col., 1993). El 
factor genético más fuerte está en el HLA (Seldin MF y col., 1999). 
Concretamente, esta asociación se debe a la tercera región hipervariable de la 
cadena DRβ1, especialmente los aminoácidos 70-74, que forman parte del lugar 
de unión al péptido (Nepom GT y col., 1989). El segundo factor genético más 
importante en población caucásica es el polimorfismo R620W de PTPN22, que 
aumenta el riesgo en un 40-80 % (Hinks A y col., 2006). Otros loci de 
susceptibilidad destacados son la región 6q23, STAT4, TRAF1/C5, IL2RB, 
PRKCQ, el miembro 5A de la familia de las quinesinas (KIF5A), el miembro 3 
de la familia AF4/FMR2 (AFF3), CD40, CTLA4, IL2-IL21 y MMEL1 
(membrane metallo-endopeptidase-like 1) (Barton A y col., 2009). Muchos de 
estos genes son importantes en la regulación del sistema inmune, estando 
implicados en la regulación de las células T y de las rutas de señalización o en 
la apoptosis (Barton A y col., 2008). Por lo tanto, el HLA, PTPN22, 6q23 y 
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STAT4, son factores genéticos compartidos por la AR y el LES (Zhernakova A 
y col., 2009; Barton A y col., 2009) y existe la posibilidad de que no sean los 
únicos. A continuación se aborda con más detalle la asociación con AR de uno 
de estos factores que comparten ambas enfermedades. 
6.1. TNFAIP3 y región intergénica 6q23 
La región intergénica 6q23 se observó asociada con AR en dos GWAS 
llevados a cabo en población inglesa y europeo-americana (Wellcome Trust 
Case Control Consortium, 2007; Plenge RM y col., 2007b). Esta asociación se 
debía a dos señales independientes, una de riesgo (rs6920220) y la otra de 
protección (rs10499194, rs13207033). Este nuevo locus de susceptibilidad a AR 
se confirmó en cohortes de muestras independientes (Thomson W y col., 2007; 
Plenge RM y col., 2007a; Dieguez-Gonzalez R y col., 2009; Orozco G y col., 
2009b). Es de resaltar que la señal protectora solamente ha sido observada en 
pacientes positivos para anticuerpos frente a péptidos citrulinados (ACPA). 
Además, también se han visto evidencias de asociación con AR en el gen  
vecino TNFAIP3, siendo estas señales estadísticamente independientes a las de 
la región 6q23 (Dieguez-Gonzalez R y col., 2009; Orozco G y col., 2009b). 
Estos resultados sumados a la falta de LD entre la región intergénica y 
TNFAIP3 proporcionan evidencias que soportan el efecto independiente de 
estas dos regiones. 
Estudios en soriasis (Nair RP y col., 2009), enfermedad de Crohn 
(Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007), T1D (Fung EY y col., 2009) 
y LES (Musone SL y col., 2008; Graham RR y col., 2008) sugieren que 
TNFAIP3 también juega un papel en estas enfermedades autoinmunes y apoyan 
la hipótesis de la existencia de una base genética compartida. Sin embargo, 
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algunas de estas señales no están bien recogidas en nuestro estudio previo. Las 
más interesantes son las asociaciones encontradas en LES debido a su fuerte 
efecto y a que una se corresponde con un nsSNP que podría tener un papel 
causal en la susceptibilidad a la enfermedad. 
 
En resumen, en los últimos años se han publicado una gran cantidad de 
estudios de asociación de gran tamaño que han permitido la identificación de un 
gran número de factores de susceptibilidad a LES. Estos nuevos loci necesitan 
ser confirmados por estudios independientes. Además, para determinar la 
importancia de estos factores en el LES es preciso identificar los posibles 
polimorfismos causales y determinar su papel funcional. Así, se ha sugerido a 
PD1.3 como posible polimorfismo causal en el gen PDCD1, aunque este papel 
sólo había sido explorado mediante un EMSA. Por tanto, es necesario realizar 
otros estudios funcionales que puedan confirmar esta hipótesis. Por otra parte, el 
componente genético no sólo influencia la susceptibilidad al LES, sino que 
también puede influenciar la variabilidad fenotípica de la enfermedad. La 
exploración de este efecto permitirá una mayor comprensión de la patogenia del 
LES. Por último, los estudios de asociación de LES y AR mostraron que una 
parte de los factores de susceptibilidad están asociados con ambas enfermedades 
autoinmunes. Así pues, los nuevos loci de susceptibilidad al LES deberían 





































1. El LES es una enfermedad compleja con un importante componente 
genético. Los estudios de asociación caso-control son una 
herramienta útil para la identificación de dichos factores genéticos 
pero los resultados que obtienen necesitan ser confirmados en 
colecciones de muestras independientes y por distintos laboratorios. 
2. Uno de los factores de susceptibilidad a LES se encuentra en el gen 
PDCD1. En este gen se propone que el SNP de susceptibilidad, 
PD1.3, tiene un papel funcional en la expresión de PDCD1 debido a 
su localización en una región con estructura de enhancer y a que 
altera el sitio de unión al factor de transcripción RUNX1. 
3. Algunas de las diferencias en las manifestaciones clínicas de los 
pacientes con LES pueden explicarse por influencia del componente 
genético. 
4. El LES comparte mecanismos patogénicos con otras enfermedades 
autoinmunes. Por lo tanto se propone que parte de sus factores 
genéticos serán también factores de susceptibilidad a la AR. 







































1. Confirmar hallazgos significativos de asociación con susceptibilidad 
a LES en una gran cohorte independiente de muestras europeas, 
mediante un estudio de asociación caso-control. 
2. Demostrar mediante estudios funcionales que PD1.3 es un 
polimorfismo causal en PDCD1. 
3. Explorar la influencia del componente genético en la variabilidad 
clínica del LES, desde dos puntos de vista: el de los factores de 
susceptibilidad al LES y el del fondo genético diferenciado de las dos 
grandes subpoblaciones de europeos, la del norte y la del sur. 
4. Comprobar si los nuevos factores de susceptibilidad al LES se 
asocian con susceptibilidad a la AR. 
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Abstract
Introduction We aimed to replicate association of newly
identified systemic lupus erythematosus (SLE) loci.
Methods We selected the most associated SNP in 10 SLE loci.
These 10 SNPs were analysed in 1,579 patients with SLE and
1,726 controls of European origin by single-base extension.
Comparison of allele frequencies between cases and controls
was done with the Mantel–Haenszel approach to account for
heterogeneity between sample collections.
Results A previously controversial association with a SNP in the
TYK2 gene was replicated (odds ratio (OR) = 0.79, P = 2.5 ×
10-5), as well as association with the X chromosome MECP2
gene (OR = 1.26, P = 0.00085 in women), which had only been
reported in a single study, and association with four other loci,
1q25.1 (OR = 0.81, P = 0.0001), PXK (OR = 1.19, P =
0.0038), BANK1 (OR = 0.83, P = 0.006) and KIAA1542 (OR
= 0.84, P = 0.001), which have been identified in a genome-
wide association study, but not found in any other study. All
these replications showed the same disease-associated allele
as originally reported. No association was found with the LY9
SNP, which had been reported in a single study.
Conclusions Our results confirm nine SLE loci. For six of them,
TYK2, MECP2, 1q25.1, PXK, BANK1 and KIAA1542, this
BANK1: B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1; BLK: B-lymphoid tyrosine kinase; GWA: genome-wide association; IL: interleukin; ITGAM: 
integrin alpha M; LY9: lymphocyte antigen 9; MECP2: methyl CpG binding protein 2; OR: odds ratio; PXK: PX domain containing serine/threonine 
kinase; SLE: systemic lupus erythematosus; SLEGEN: International Consortium for Systemic Lupus Erythematosus Genetics; SNP: single nucleotide 
polymorphism; STAT4: signal transducer and activator of transcription; TYK2: tyrosine kinase 2.
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replication is important. The other three loci, ITGAM, STAT4 and
C8orf13-BLK, were already clearly confirmed. Our results also
suggest that MECP2 association has no influence in the sex
bias of SLE, contrary to what has been proposed. In addition,
none of the other associations seems important in this respect.
Introduction
Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex autoim-
mune disease of wide variability in its manifestations and clini-
cal evolution that characteristically involves multiple
autoantibodies against ubiquitous nuclear antigens. Its
genetic component is very significant, as shown by a sibling
recurrence risk ratio of 20 and a 10-fold excess in SLE con-
cordance between monozygotic twins over dizygotic twins
[1,2].
Linkage studies have indicated that this genetic component is
due to multiple low-penetrance common genetic factors [1].
Only a few factors had consistently been demonstrated until
2008: the class II HLA alleles, low-affinity receptors for the
constant fraction of IgG, and the PTPN22 and IRF5 genes.
This scenario has been dramatically improved by new technol-
ogies and genome resources [2]. Four genome-wide associa-
tion (GWA) studies were published in 2008 [3-6] that,
together with other large-scale studies, have greatly enlarged
the number of convincing SLE-associated loci. Not all of the
newly described findings, however, have attained the same
degree of confirmation [2]. Some of them are already defini-
tively confirmed by replication in different sample collections
by the same authors and also by independent authors in sep-
arate studies (Table 1). In this group are the SLE associations
with the ITGAM [3,4,6,7], STAT4 [3,4,6,8-12] and C8orf13-
BLK regions [3,4,6]. Other findings are very solid but they still
require confirmation by independent studies. In this group are
the associated loci that were only reported in a single GWA
study but not in the other studies, such as BANK1 [5], PXK
[3], KIAA1542 [3] and 1q25.1 [3], or those that were reported
in a single large study but not in any of the four GWA studies,
such as MECP2 [13] and LY9 [14]. Finally, the TYK2 associ-
ation is more controversial because it was found in a large
study with Scandinavian families [15], partially replicated in a
large study of UK families [16], and excluded in one of the
GWA studies [3].
In the present paper, therefore, we have analysed SLE associ-
ation to each of these loci in more than 1,500 SLE patients
and 1,700 controls – and all of them except LY9 have been
clearly replicated. In addition, we have found that many of
these loci are also important for SLE in men where data from
previous reports is almost completely absent.
Materials and methods
Sample collection
We used DNA samples from SLE patients and ethnically
matched healthy controls of 16 collections from nine Euro-
pean countries (see Table S1 in Additional data file 1). Most of
these samples have already been described [17]. Two new
sample collections were from Asturias, Spain and Almada,
Portugal. Each recruiting centre was asked for about 100 SLE
patients and 100 ethnically matched controls. A total of 1,579
cases and 1,726 controls were obtained in this way. All SLE
patients met the revised American College of Rheumatology
classification criteria [18]. Clinical characteristics of the
patients are provided in Table S2 in Additional data file 1.
Patients and controls gave written informed consent. Sample
collection was approved by the respective ethical committees.
Genotyping
We selected a SNP for each of the 10 associated loci that we
intended to replicate (Table 1). The SNPs were selected
because they were strongly associated with SLE or because
they were described as probable causal polymorphisms.
These 10 SNPs were amplified in a single PCR with the Qia-
gen Multiplex PCR kit (Qiagen, Chatsworth, CA, USA) with 20
ng genomic DNA and 0.2 M of each primer (for primers and
probes, see Table S3 in Additional data file 1). The PCR prod-
ucts were purified by digestion with Exonuclease I (Epicentre,
Madison, WI, USA) and shrimp alkaline phosphatase (GE
Healthcare, Barcelona, Spain). Purified PCR products were
genotyped by single-base extension with the SNaPshot Multi-
plex Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and spe-
cific probes. After a second purification with shrimp alkaline
phosphatase (GE Healthcare), samples were analysed in the
Abi Prism 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) and
genotypes assigned by the GeneMapper software. All geno-
type calls were manually reviewed and conflicting results were
liberally re-assayed or re-genotyped by sequencing with the
Big Dye Ready Reaction Kit v 3.1 (Applied Biosystems).
Sequence reactions followed the kit manufacturer protocol
and were also analysed in the Abi Prism 3130xl Genetic Ana-
lyzer.
Statistical analysis
Some of the sample collections in our study have already been
used for the analysis of specific associations included in this
project. They have been excluded from the relevant analyses
to avoid data duplication; this circumstance is detailed in Table
S4 in Additional data file 1, where raw genotype data from
each sample collection are reported. Hardy-Weinberg equilib-
rium tests in control samples were performed with Haploview
with a threshold of 0.05 uncorrected for multiple tests [19].
Other statistical analyses were carried out in a customized ver-
sion of the Statistica 7.0 program (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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Comparison of cases and controls was carried out with the
Mantel–Haenszel approach because allele frequency differ-
ences are probable between sample collections even if spe-
cific effects on the phenotype are constant. Spurious false
positive or false negative results therefore become likely if the
allele differences are not accounted for. To avoid this, the Man-
tel–Haenszel approach combines effect sizes taken as the
odds ratio (OR) in each stratum allowing for heterogeneity in
allele frequencies. This approach provides an accurate com-
bined statistic if the heterogeneity of effect sizes, evaluated
with the Breslow–Day test, is excluded. Significant heteroge-
neity of effects is therefore excluded by the Breslow–Day test
and allele frequency heterogeneity is accounted for with the
Mantel–Haenszel approach. These analyses were also con-
ducted after stratifying the samples by gender. Univariate
logistic regression models were used to test the fit to the data
of additive, recessive and dominant genetic models. Statistical
power was estimated with the Power and sample size calcula-
tions software [20].
Table 1
Newly systemic lupus erythematosus-associated loci that were examined with previous evidence of association
Locus Chr. Location SNP Allelesa OR (95% CI) Associated Sample size Population Reference
ITGAM 16 Exon 3 rs1143679 G/A 1.78 (1.6 to 2.0) Yes 3,818 European American [7]
1.55 (1.2 to 2.0) Yes 1,289 African American [7]
2.07 (1.3 to 3.4) Yes 271 Gullah [7]
Other SNPs Yes [3,4,6]
STAT4 2 Intron 3 rs7574865 G/T 1.5 (1.2 to 1.8) Yes 3,057 European [3]
1.50 (1.4 to 1.7) Yes 4,651 European American [4]
1.55 (1.3 to 1.8) Yes 2,287 European American [8]
1.61 (1.4 to 1.9) Yes 2,495 Japanese [9]
1.62 (1.2 to 2.2) Yes 565 Colombians [10]
1.56 (1.4 to 1.7) Yes 3,958 European [12]
Other SNPs Yes [6,11]
C8orf13-BLK 8 Intergenic rs13277113 G/A 1.39 (1.3 to 1.5) Yes 6,301 European American [4]
Other SNPs Yes [3,6]
TYK2 19 Exon 8 rs2304256 C/A 0.625 (0.5 to 0.8) Yes 966 Swedish/Finnish [15]
105:127b No 380c European/Indo-
Pakistani
[16]
Other SNPs No [3]
MECP2 X Intron 2 rs17435 A/T 1.58 (1.3 to 1.9) Yes 1,364 Korean [13]
1.29 (1.1 to 1.5) Yes 2,160 European [13]
1q25.1 1 Intergenic rs10798269 G/A 0.82 (0.8 to 0.9) Yes 6,728 European [3]
BANK1 4 Intron 1 rs17266594 T/C 0.74 (0.6 to 0.9) Yes 927 Scandinavian [5]
0.70 (0.5 to 0.9) Yes 576 German [5]
0.63 (0.5 to 0.8) Yes 450 Italian [5]
0.78 (0.6 to 0.9) Yes 1,136 Spanish [5]
0.58 (0.4 to 0.8) Yes 620 Argentinian [5]
KIAA1542 11 Intron 4 rs4963128 G/A 0.78 (0.7 to 0.9) Yes 6,728 European [3]
PXK 3 Intron 5 rs6445975 T/G 1.25 (1.2 to 1.4) Yes 6,728 European [3]
LY9 1 Exon 8 rs509749 A/G 377:403d Yes 510c UK Caucasian [14]
237:251d No 270c Canadian [14]
Loci ordered as presented in Table 2. The SNPs selected for replication are detailed. Chr, chromosome; CI, confidence interval; OR, odds ratio. 
aMajor/minor alleles. bTransmitted:untransmitted. cNumber of families. dObserved:expected.
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Results
A total of 1,579 SLE patients and 1,726 controls from 16
European collections were available for study (Tables S1 and
S2 in Additional data file 1). The genotyping call rate was
99.9% and the genotypes in controls were in Hardy-Weinberg
equilibrium. Individual collection data for each SNP is shown
in Tables S4 and S5 in Additional data file 1. Combined anal-
ysis of the SNP effects across our sample collections was per-
formed with the Mantel–Haenszel approach, which is a
method correcting for variability in allele frequencies between
collections provided that the effect sizes (that is, ORs) are not
significantly divergent. This condition was fulfilled because no
significant heterogeneity in OR was detected for any of the
SNPs (Table 2, final column).
The combined data showed significant differences between
SLE cases and controls for eight of the nine SNPs located in
autosomal chromosomes (Table 2). All of the significant differ-
ences between cases and controls were in the same direction
as originally reported (Tables 1 and 2). We found association
of the four SNPs that have been reported in a single GWA and
not yet replicated by independent studies: rs10798269 in
1q25.1 (OR = 0.81, P = 0.00013), rs6445975 in PXK (OR =
1.19, P = 0.0038), rs17266594 in BANK1 (OR = 0.83, P =
0.0062) and rs4963128 in KIAA1542 (OR = 0.84, P =
0.0011). There was also significant association of two of the
three SNPs that were described in large studies but that were
not observed in any of the GWA studies: rs2304256 in TYK2
(OR = 0.79, P = 2.5 × 10-5) and rs17435 in MECP2 (analysis
of this SNP was performed separately in women and men
because this gene is in chromosome X; see below). Only
rs509749 in LY9 was similar in cases and controls. Our study
had sufficient power (80%) to detect association at this SNP
with an effect size equivalent to OR > 1.15 with P < 0.05 (or
OR > 1.23 for P < 0.001).
In addition to these important results for replication, we found
association with the three loci that have already been repli-
cated in GWA studies: rs1143679 in ITGAM (OR = 1.70, P
= 1.1 × 10-16), rs7574865 in STAT4 (OR = 1.62, P = 2.4 ×
10-12) and rs13277113 in C8orf13-BLK (OR = 1.34, P = 5.1
× 10-7). The effect sizes of these three association signals
(that is, their ORs) were larger than for all the other signals,
perhaps explaining the more consistent replication of their
association. Genotype comparisons for the different SNPs
were concordant with an additive genetic model and yielded
very similar results to the allele frequency analyses (data not
shown).
Combined analysis was also conducted in women (Table 3).
This was particularly necessary for the MECP2 SNP rs17435,
located in the X chromosome. This SNP showed a significant
difference between SLE women and control women and with
the same disease-associated allele as previously reported (OR
= 1.26, P = 0.00085). The SNPs placed in the autosomes
showed similar results to those obtained in the unstratified
analysis. There were only less significant P values due to the
smaller sample size, but the effect sizes (expressed as ORs)
remained largely unchanged. The BANK1 SNP was not asso-
ciated in women, but this was the SNP with fewer available
samples because we have excluded from this analysis the
sample collections that have previously been reported (power
was 0.68 for P = 0.05 and OR = 0.78, which was previously
reported in Spanish samples) [5].
No previous detailed information of men with SLE has been
published for any of these associated loci, although in a report
Table 2
Combined analysis of allele frequency differences between SLE cases and controls for nine autosomal loci
Minor allele frequency (%)a Mantel – Haenszel analysis Breslow – Day test
SNP (locus) SLE cases Controls OR (95% CI) P value P value
rs1143679 (ITGAM) 23.2 (730/3,152) 15.1 (521/3,448) 1.70 (1.5 to 1.9) 1.1 × 10-16 0.5
rs7574865 (STAT4) 32.8 (709/2,162) 23.2 (485/2,092) 1.62 (1.4 to 1.9) 2.4 × 10-12 1.0
rs13277113 (C8orf13-BLK) 30.9 (874/2,824) 25.7 (776/3,024) 1.34 (1.2 to 1.5) 5.1 × 10-7 1.0
rs2304256 (TYK2) 23.3 (733/3,152) 27.8 (960/3,450) 0.79 (0.7 to 0.9) 2.5 × 10-5 0.6
rs10798269 (1q25.1) 27.3 (861/3,158) 31.8 (1,098/3,452) 0.81 (0.7 to 0.9) 0.00013 0.2
rs17266594 (BANK1) 24 (526/2,192) 27.6 (624/2,260) 0.83 (0.7 to 0.9) 0.0062 0.4
rs4963128 (KIAA1542) 30.3 (955/3,150) 34.0 (1,173/3,448) 0.84 (0.8 to 0.9) 0.0011 0.2
rs6445975 (PXK) 27.3 (772/2,824) 24.2 (734/3,034) 1.19 (1.1 to 1.3) 0.0038 0.7
rs509749 (LY9) 43.1 (1,359/3,154) 43.8 (1,513/3,452) 0.97 (0.9 to 1.1) 0.5 0.4
Loci ordered by decreasing effect size (odds ratio (OR)). All results refer to the minor allele of each SNP, which is indicated in Table 1. CI, 
confidence interval; SLE, systemic lupus erythematosus. aData presented as percentage (number of minor alleles/total number of alleles).
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describing association of the ITGAM gene it was indicated
that results were not different between women and men [7].
This lack of information is probably due to the rarity of men suf-
fering from SLE. In our analysis, we have considered all male
data together without stratifying for sample collection due to
the low number of men in each collection (Table 4). Results in
men were similar to results in women, with the possible excep-
tion of the rs1143679 in ITGAM (OR = 2.08 versus 1.67; P =
0.03). Some SNPs were not associated in men (in the TYK2,
1q25.1, BANK1 and LY9 loci), but statistical power of this
subgroup analysis was low, ranging from 0.19 for
rs17266594 in BANK1 to 0.25 for rs2304256 in TYK2
among the nonassociated SNPs (power was estimated for P
= 0.05 and OR = 1.2).
Table 3
Combined analysis of allele frequency differences between SLE women and control women
Minor allele frequency (%)a Mantel – Haenszel analysis Breslow – Day test
SNP (locus) SLE cases Controls OR (95% CI) P value P value
rs1143679 (ITGAM) 22.3 (621/2,782) 15.1 (329/2,182) 1.67 (1.4 to 2.0) 2.0 × 10-11 0.6
rs7574865 (STAT4) 33.1 (636/1,920) 24.0 (317/1,322) 1.60 (1.4 to 1.9) 8.4 × 10-9 0.8
rs13277113 (C8orf13-BLK) 30.9 (777/2,514) 25.7 (475/1,848) 1.33 (1.2 to 1.5) 5.4 × 10-5 0.9
rs2304256 (TYK2) 22.9 (638/2,782) 27.2 (592/2,180) 0.81 (0.7 to 0.9) 0.0022 0.2
rs17435 (MECP2) 26.7 (744/2,784) 22.8 (498/2,186) 1.26 (1.1 to 1.4) 0.00085 0.7
rs10798269 (1q25.1) 27.1 (754/2,786) 32.3 (705/2,182) 0.77 (0.7 to 0.9) 6.2 × 10-5 0.4
rs17266594 (BANK1) 23.9 (464/1,938) 26.9 (386/1,436) 0.87 (0.7 to 1.0) 0.077 0.4
rs4963128 (KIAA1542) 30.4 (845/2,778) 33.9 (741/2,182) 0.85 (0.8 to 1.0) 0.011 0.2
rs6445975 (PXK) 26.7 (670/2,514) 23.5 (436/1,854) 1.22 (1.1 to 1.4) 0.0067 0.9
rs509749 (LY9) 43.3 (1,206/2,784) 44.0 (962/2,184) 0.98 (0.9 to 1.1) 0.7 0.5
Loci ordered as presented in Table 2. All results refer to the minor allele of each SNP, which is indicated in Table 1. CI, confidence interval; OR, 
odds ratio; SLE, systemic lupus erythematosus. aData presented as percentage (number of minor alleles/total number of alleles).
Table 4
Comparison of SNP allele frequencies between SLE men and control men
Minor allele frequency (%)a Mantel – Haenszel analysis
SNP (locus) SLE cases Controls OR (95% CI) P value
rs1143679 (ITGAM) 27.9 (83/298) 15.7 (181/1,154) 2.08 (1.5 to 2.8) 1.2 × 10-6
rs7574865 (STAT4) 31.7 (64/202) 21.5 (159/740) 1.69 (1.2 to 2.4) 0.0025
rs13277113 (C8orf13-BLK) 31.0 (88/284) 25.1 (267/1,064) 1.34 (1.0 to 1.8) 0.045
rs2304256 (TYK2) 26.8 (80/298) 28.8 (334/1,158) 0.91 (0.7 to 1.2) 0.5
rs17435 (MECP2)b 29.2 (42/144) 18.5 (105/568) 1.82 (1.2 to 2.8) 0.0046
rs10798269 (1q25.1) 28.0 (84/300) 30.7 (355/1,158) 0.88 (0.7 to 1.2) 0.4
rs17266594 (BANK1) 26.2 (56/214) 28.4 (227/798) 0.89 (0.6 to 1.3) 0.5
rs4963128 (KIAA1542) 28.0 (84/300) 34.9 (403/1,156) 0.73 (0.6 to 1.0) 0.025
rs6445975 (PXK) 32.1 (86/268) 24.8 (265/1,068) 1.43 (1.1 to 1.9) 0.016
rs509749 (LY9) 40.6 (121/298) 42.9 (496/1,156) 0.91 (0.7 to 1.2) 0.5
Loci ordered as presented in Table 2. All results refer to the minor allele of each SNP, which is indicated in Table 1. No stratified analysis by 
sample collection was done due to the small number of patients with systemic lupus erythematosus (SLE) in each collection. CI, confidence 
interval; OR, odds ratio. aData presented as percentage (number of minor alleles/total number of alleles). bThese results are of carrier analysis 
because MECP2 is in the X chromosome and there is a single allele in each man.
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Discussion
Our aim has been to contribute to the definition of consistent
SLE genetic factors derived from recent sound studies: four of
the associations have been described in a GWA study, but not
in a second GWA study or any other study; another two asso-
ciations were identified in large studies, but not in any of the
GWA studies; and one association is more controversial
(Table 1). Our results are highly reassuring because all of the
associations, except one from the group not found in any
GWA study, were replicated with clarity and showed the same
disease-associated allele as originally reported. This high
degree of reproducibility is a fundamental change that large
studies have brought to genetic research of SLE and other
complex diseases [2,21]. This change allows a bright future
for the investigation of the genetic component of SLE.
The most remarkable result from the present study has proba-
bly been the association signal observed with the rs2304256
nonsynonymous SNP of TYK2 (OR = 0.79) because this has
been a controversial SLE genetic factor. The rs2304256 SNP
introduces a valine to phenylalanine change in the Janus
homology domain 4 of TYK2 whose functional relevance has
not yet been tested. This nonsynonymous SNP showed the
strongest association among the 11 TYK2 SNPs studied in
Scandinavian families [15], but was not associated in a study
of UK families [16]. This latter study, however, found associa-
tion with another TYK2 SNP (rs12720270) that was not asso-
ciated in the Scandinavian study. Finally, the International
Consortium for Systemic Lupus Erythematosus Genetics
(SLEGEN) GWA study excluded association with the
rs12720270 SNP (the rs2304256 SNP was not included in
the GWA panels) [3]. Our results are important in this context
because they show a significant association that confirms the
role of the rs2304256 nonsynonymous SNP. In addition, com-
bined analysis of all available data show a clear SLE associa-
tion (P = 2.10 × 10-11) that is stronger than the required for
genome-wide significance.
Tyk2 is a Janus-family tyrosine kinase that is bound to cytokine
receptors and becomes activated after ligand binding. Defi-
ciency of TYK2 leads to defects of multiple cytokine pathways,
including type I interferon, IL-6, IL-10, IL-12, and IL-23, and to
impaired T-helper type 1 differentiation and accelerated T-
helper type 2 differentiation [22]. Only future research will indi-
cate which of these pathways is critically affected by the TYK2
risk allele.
Following in importance is the association of MECP2 because
our results provide replication and indicate that a previous
assumption about the role of this genetic factor in contributing
to the sex bias in SLE is questionable. Sawalha and col-
leagues considered the X-chromosome methyl CpG binding
protein 2 coding gene (MECP2) as a possible SLE genetic
factor based on two features: SLE predominance in women
and abnormal regulation of methylation-sensitive T-cell genes
in SLE [13]. MECP2 could be involved in both phenomena
because this gene is in the X chromosome and participates in
DNA methylation. Sawalha and colleagues found association
with several SNPs in women from two ethnic groups, Korean
and European (OR for rs17435 = 1.58 and 1.29, respectively)
[13]. The association we have found in women (OR = 1.26) is
very similar to that reported in their European sample, provid-
ing strong confirmatory evidence. This replication is important
for the status of MECP2 due to the lack of association signals
in the SLE GWA studies.
In addition, we have found that the MECP2 SNP is also asso-
ciated with SLE in men (OR = 1.82, P = 0.0046), which was
not previously known. This result seriously undermines the
hypothesized role of MECP2 in SLE gender bias. In retro-
spect, lack of sex specificity is congruent with experiments
that showed MECP2 is not expressed in the inactivated X
chromosome of women [23], which implies expression levels
in men and women should be equivalent. Future research
should aim to establish whether any of the SLE-associated
SNPs in MECP2 has a functional effect and to find evidence
of the hypothesized relationship between altered methylation
of T-cell genes in SLE and MECP2. In addition, it is even
unclear whether the causal polymorphism affects MECP2
because SLE association has also been reported with genetic
variants in a neighbour gene, IRAK1, which is a key mediator
in the signalling pathways of Toll-like receptors/IL-1R [24].
The rs10798269 SNP in the 1q25.1 locus, the rs4963128
SNP in the KIAA1542 gene and the rs6445975 SNP in the
PXK gene were reported in the SLEGEN GWA study [3] with
P values below 2 × 10-7, but they were not reported in Hom
and colleagues' GWA study [4] and none of them has yet
been replicated in any other study. The three SNPs were asso-
ciated with SLE in our study, with effect sizes that are similar
to those reported (OR = 0.81 versus 0.82 for the 1q25.1
SNP, 0.84 versus 0.78 for the KIAA1542 SNP, and 1.19 ver-
sus 1.25 for the PXK SNP). None of these three SNPs has any
predictable functional effect. In addition, the rs10798269
SNP in the 1q25.1 locus is far from any known transcript and
the PXK and KIAA1542 genes are of unknown function. The
KIAA1542 gene, however, is about 20 kb away from the IRF7
gene and in linkage disequilibrium with it, raising the possibility
that this association could be related with IRF7 function [3].
Our replication of these associations increases the need for
research aimed to the identification of their functional effects.
We have also found a significant association with the
rs17266594 in the BANK1 gene. This SLE genetic factor has
been identified in a low-resolution GWA study in a Swedish
sample and replicated in other European sample collections in
the same study [5], but it was not found in any of the high-res-
olution GWA studies and has not yet been replicated by other
groups. Our results provide this independent replication,
although with a more modest effect (OR = 0.83 in our study
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versus 0.70 in Kozyrev and colleagues [5]). The causal poly-
morphism can be the rs17266594 SNP itself, which seems to
alter splicing efficiency of BANK1, or two BANK1 nonsynon-
ymous SNPs of possible damaging effect. Linkage disequilib-
rium between these three SNPs has prevented dissection of
their relationship to SLE susceptibility [5]. BANK1 codes for a
B-cell scaffold protein with ankyrin repeats that is implicated in
B-cell receptor-mediated signalling.
The rs509749 SNP of LY9 is the only SNP that was not repli-
cated in our study. We selected this SNP because it seems to
explain the 1q23 SLE-linked locus according to a large family-
based study [14]. 1q23 is one of the most consistently
described SLE loci in linkage studies (and its syntenic region
in the mouse lupus models) [1]. Examination of SNPs all along
this locus showed stronger association with the rs509749
SNP [14]. This SNP has a predictable impact in protein func-
tion and is associated with changes in the proportion of spe-
cific T-cell subsets [14]. All this evidence made the rs509749
SNP a good candidate for replication in our view, even if the
level of significance of the SLE association was notably lower
than the reported for the other nine SNPs studied here (P =
0.002). Lack of replication of this SNP in contrast with replica-
tion of the other nine SNPs provides support for the direct rela-
tionship between very low P values obtained in sound studies
and the reproducibility of genetic association findings [21].
The most associated SNPs in our samples were the three that
were already confirmed previous to our study. These three
SNPs were associated with SLE in at least three large studies.
The largest effect was observed with a nonsynonymous SNP
in the third exon of the ITGAM gene (rs1143679, OR = 1.70)
[3,4,6,7]. This nonsynonymous SNP was the most associated
in one of the previous studies (with very similar effect, OR =
1.74) [7], and has been hypothesized to disturb ITGAM inter-
action with its ligands, but still no functional evidence is avail-
able. Another clearly established association [3,4,6,8-12] was
the second strongest in our study: SNP rs7574865 in the
third intron of the STAT4 gene (OR = 1.62). This association
seems stronger in patients with a severe phenotype [12]; how-
ever, no functional polymorphism has been identified in this
locus. The next strongest association (OR = 1.34) was with
the rs13277113 SNP, which has been reported in the GWA
study of Hom and colleagues [4], with a similar effect (OR =
1.39). This SNP is located between C8orf13 (of unknown
function) and BLK (B-lymphoid tyrosine kinase), two genes
that are transcribed in opposite directions. No functional vari-
ant has been identified in this locus, but the risk allele of this
SNP correlates with low mRNA levels of BLK and high levels
of C8orf13, raising the possibility that either of these two
effects could be related with SLE. Graham and colleagues
found association with a strongly linked SNP in the BLK gene
[6], while the SLEGEN GWA study found association with an
unlinked SNP in this locus, suggesting the possibility of two
independent genetic factors [3].
In addition, we have found that most examined SLE-associ-
ated SNPs seem to be shared between women and men.
Results are not definitive given the small number of men in the
patient group. This lack of differential association is important
because we do not know definitively the causes of the female
preference of SLE. Lack of detailed gender analysis in previ-
ous genetic reports is regrettable because only aggregation of
data from multiple studies will allow us to know whether
genetic factors contribute to this sex bias.
Conclusions
In summary, our study has provided independent replication of
nine SLE-associated loci, six of them of confirmatory impor-
tance because they have not yet been independently repli-
cated by other groups (1q25.1, MECP2, KIAA1542, PXK and
BANK1) or because their association was controversial
(TYK2). These results bring the number of strongly confirmed
associated loci to 13. Replication in independent studies is
indispensable for considering a genetic factor in this category,
although the common use of multiple case–control sets inside
the same study or of large sample collections has increased
the chances of replication [2]. Some other promising associa-
tions have been discovered [6,25], or await sufficient inde-
pendent replication [2], but it is already certain that the genetic
component of SLE is especially rich in genetic factors with
effects above the detectable level with current studies (OR =
1.15 to 1.25). We are therefore now in a phase of exciting dis-
coveries in this field. There still remain formidable challenges,
however, because it is necessary to transform the information
we obtain into useful knowledge and, as has been discussed
above, we have very few clues regarding the meaning of the
identified SLE associations. Future studies should try to iden-
tify the causal variants and to determine their effect at molec-
ular, cellular and disease levels, including the assessment of
their role in the different SLE phenotypes and the probable
similar effect in women and men.
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Supplementary Table 2
Clinical characteristics of the patients with SLE included in the study
Clinical characteristic (scale) Value
Age of disease onset (median, IQR) 28 (21-39)
Malar rash (%) 53.5
Discoid rash (%) 18.1
Photo-sensitivity (%) 53.5
Oral ulcers (%) 28.2
Arthritis (%) 80.7
Serosistis (%) 35.8
Renal disorder (%) 41.0
Neurologic disorder (%) 14.6
Hematologic disorder (%) 74.3
Immunologic disorder (%) 77.7
ANA (%) 93.0  
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Lack of Interaction Between Systemic Lupus
Erythematosus-associated Polymorphisms in TYK2 and IRF5
To the Editor:
These are exciting times for the genetic investigation of systemic lupus
erythematosus (SLE), characterized by the discovery of many reproducibly
associated loci1. Further progress will require research in many different
directions, including investigation of how the effects of each locus inte-
grate between them and with environmental exposures to cause SLE. We
read with interest the report by Hellquist, et al2 that showed evidence of
significant epistatic interaction between 2 SLE-associated loci, IRF5 and
TYK2. The first is a definitively confirmed SLE susceptibility locus with
one of the strongest, albeit complex, effects. The latter has been more con-
tentious, but its association with SLE is becoming clearer2,3. Epistasis
means that risk in subjects with susceptibility alleles at the 2 loci signifi-
cantly exceeds the sum of the risks at each locus. This was rightly inter-
preted to mean that the 2 loci impinge in the type 1 interferon pathway2,
which is an important insight because TYK2 codes for a Janus kinase that
is involved in multiple cytokine signaling pathways in addition to this one4.
Also, demonstration of epistasis between 2 SLE loci is of importance
because its absence has been the rule for SLE genetic factors5 and for most
genetic factors of other complex diseases6,7. What is common is the con-
tribution to total risk of the different disease alleles in a purely additive
way, without any interaction. Therefore, we were interested in replicating
the epistatic interaction described by Hellquist, et al2 with the SLE data
available to us.
We had already genotyped the relevant single-nucleotide polymor-
phisms (SNP), rs2304256 in TYK23 and rs10954213 in IRF58, in a large
collection of patients with SLE and controls. These 2 SNP were associated
with SLE in our studies (p = 2.5 × 10–5 and 0.015, respectively) with risk
alleles that were coincident to those found by Hellquist, et al (who report-
ed p = 10–4 and p = 0.004, respectively). We have data for the 2 SNP in 419
SLE subjects and 454 controls. The same type of analysis done by
Hellquist, et al2, that is, a comparison between the fit to the data of logis-
tic regression models with and without an interaction term, showed no dif-
ferences (Table 1). As a more exhaustive and sensitive test, we also con-
ducted analysis with the LRASSOC software9. This approach compares a
range of specific genetic models with and without interaction and does not
require statistical significance to discriminate between models, but only
differences according to the less stringent Akaike’s Information Criterion
(AIC). The best model has the lowest AIC value, which means that it has
the best fit to the case-control genotypes with the highest combination of
likelihood and parsimony. These analyses indicated that the best model
included the independent contribution of the 2 loci without any interaction,
although models with interaction terms were not much worse (Table 1).
Therefore, we did not confirm the epistatic interaction that Hellquist and
colleagues have described.
As a complementary analysis, we checked whether there was statistical
evidence of interaction between TYK2 and IRF5 using other SNP in IRF5.
These SNP were rs10488631 (which in some studies10 has been replaced
by its proxy, rs2070197) and rs729302. The first SNP showed the strongest
association (p = 4.8 × 10–20) with SLE in our study8 and others10 and
accounts for association of many other SNP in the gene, including
rs109542138,10. The second, rs729302, is an SNP in the promoter region of
IRF5 that was independently associated to SLE in our samples (p = 1.6 ×
10–9). Neither of the 2 SNP showed evidence of interaction with the
rs2304256 SNP of TYK2, either with an analysis as done by Hellquist, et
al2 or with LRASSOC (Table 1). These comparisons are more powerful
than models with rs10954213 because the 2 IRF5 SNP are much more
strongly associated to SLE susceptibility and because we have data for
3-fold more samples: 1223 cases and 1300 controls.
Our results did not show any statistical evidence of interaction between
SLE-associated SNP in TYK2 and IRF5. As a consequence, we should con-
tinue to consider that these 2 SLE genetic factors can contribute to disease
susceptibility by independent pathways, unless other genetic studies repli-
cate the epistatic interaction or functional studies support the interaction.
Similar interaction analysis for other genetic factors and in other sample
collections will unravel the influence of epistatic interaction in SLE sus-
ceptibility, but current evidence does not support an important contribu-
tion5 (Suarez-Gestal, et al, unpublished data).
MARIAN SUAREZ-GESTAL, MSc; MANUEL CALAZA, MMath;
ANTONIO GONZALEZ, MD, PhD; European Consortium of SLE DNA
Collections, Laboratorio de Investigacion 10 and Rheumatology Unit,
Hospital Clinico Universitario de Santiago, Santiago de Compostela,
Spain. Address correspondence to Dr. Gonzalez;
E-mail: Antonio.Gonzalez.Martinez-Pedrayo@sergas.es
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ORIGINAL ARTICLE
Analysis of the functional relevance of a putative
regulatory SNP of PDCD1, PD1.3, associated
with systemic lupus erythematosus
M Suarez-Gestal1,4, I Ferreiros-Vidal1,4, JA Ortiz2, JJ Gomez-Reino1,3 and A Gonzalez1
1Laboratorio de Investigacion 2 and Rheumatology Unit, Hospital Clinico Universitario de Santiago, Santiago de Compostela, Spain;
2Instituto Bernabeu, Departamento de Biologı́a Molecular, Alicante, Spain and 3Department of Medicine, University of Santiago de
Compostela, Santiago de Compostela, Spain
This study aimed to test the functional effects of the PD1.3 single nucleotide polymorphism (SNP) (rs11568821), which were
proposed based on its association to systemic lupus erythematosus (SLE) susceptibility and in electrophoretic mobility shift
assays (EMSA) results. We analysed transcriptional effects of the PD1.3 locus by enhancer reporter assays. Results were
against the hypothesis that the PD1.3 locus acts as enhancer in transcriptional regulation of PDCD1. In addition, they excluded
a differential effect of the PD1.3 alleles. EMSA results confirmed that oligonucleotides with the PD1.3 G allele bind RUNX1 but
not those with the A allele. However, binding to PD1.3 G oligonucleotides was much lower than binding to positive control
oligonucleotides. Criss-cross experiments showed that this was due to flanking nucleotides in the PD1.3 sequence that
negatively affect RUNX1 binding. These results cast doubts on the functional relevance of the PD1.3 SNP and, together with
the lack of association in several studies, put into question its role as an SLE susceptibility factor. Investigation of other PDCD1
polymorphisms is needed to uncover the possible effect of this gene on SLE susceptibility.
Genes and Immunity advance online publication, 10 April 2008; doi:10.1038/gene.2008.19
Keywords: systemic lupus erythematosus; functional polymorphism; transcriptional regulation; transcription factor
binding site
Introduction
Investigation of the genetic component of complex
diseases involves both genetic epidemiology studies
and functional tests. Reports with convincing epidemio-
logical and functional evidence are regarded as espe-
cially robust. One such report by Prokunina et al.1 has
identified a regulatory polymorphism in PDCD1 intron
4, called PD1.3, as a susceptibility factor for systemic
lupus erythematosus (SLE; [MIM] 152700). The finding
was supported by association in a large number of
samples from different ethnic groups and by differential
allele binding of AML1/RUNX1 transcription factor in
electrophoretic mobility shift assays (EMSA).
Association of PD1.3 with SLE has been replicated in
some studies.2,3 However, most posterior studies have
failed to replicate the PD1.3-SLE genetic association. In
some studies, there was not association,4,5 in others
association was only with specific subsets of SLE patients,
or association was with other polymorphisms in the
PDCD1 gene3,6–8 or with the opposite allele of the PD1.3
single nucleotide polymorphism (SNP).9 These contra-
dictory results could be related to an allele frequency
cline in PD1.3, which introduces a bias in association
studies depending on the population explored.5
As a consequence of the discordant results, it is still
unclear if genetic variation in PDCD1, either PD1.3 or
another polymorphism, plays any role in SLE suscept-
ibility. This is very relevant because SLE has a clear
genetic component, recurrence sibling ratio of 20–40, and
few genetic factors identified.10,11 In addition, PDCD1 is a
critical regulator of acquired immunity, and relevant
genetic variants could have repercussion in other
diseases.12 It has two characteristic tyrosine domains in
the cytoplasmic tail: an immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif and an immunoreceptor tyrosine-based
switch motif (ITSM). Interaction of PDCD1 with its
widely expressed ligands (PD-L1 and PD-L2) leads to
tyrosine-phosphorylation of immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif (ITIM) and immunoreceptor
tyrosine-based switch motif domains producing down-
regulation of B- and T-cell responses. Experimental
animal models have established that PDCD1 is required
for the avoidance of autoimmunity, deficient animals
showing exacerbated autoimmunity. In addition, PDCD1
signals are the cause of persistent viral infections by
downregulating T CD8 reactivity, these signals can also
be involved in inefficient immune responses against
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tumours and have been found to modulate atherogenesis
in the LDLR knockout model.13 The involvement of
PDCD1 in chronic viral infections has already been
confirmed in human diseases of great impact such as
AIDS14 and chronic viral hepatitis.15 Therefore, if genetic
variation of PDCD1 is associated with changes in PDCD1
function, it could have repercussions in human health
well beyond SLE.
A point that has not been explored after the Prokunina
et al.1 report is the proposed regulatory role of the PD1.3
SNP. This SNP is in a region of PDCD1 intron 4 that was
described as enhancer-like due to the presence of four
tandem repeats that contain multiple putative binding
sequences of transcription factors. The A allele of PD1.3
destroys a putative binding site of RUNX1. RUNX1
consensus binding site, TG[T/c]GGT, was described by
Meyers et al.,16 who analysed random oligonucleotides
selected for affinity to RUNX1. This binding site is
functional in multiple cellular enhancers and promoters
of genes implicated in hematopoiesis and immune
system function, such as TCR, IL-3, GM-CSF, CD3e,
myeloperoxidase 1a, IL-2 and INFg.17
Herein, we aimed to fully explore the function of the
PD1.3 SNP. As a first test we evaluated in enhancer
reporter assays the repetitive structure in PDCD1 intron 4
and whether there was any differential effect of the two
PD1.3 alleles in regulating gene expression. The negative
results in these experiments led us to replicate EMSA. We
observed that RUNX1 binding to the PD1.3 G allele
sequence was stronger than to the A allele, but much
weaker than to positive control binding sites. These results
put into question the functional relevance of this SNP.
Materials and methods
Analysis of tandem repeats and orthologuous sequences
The tandem repeats finder program integrated in the
USCS genome browser18 was used to localize repeats in
PDCD1 intron.19 The Ensembl release 46 from August
200720 and the USCS genome browser were used for the
analysis of PDCD1 orthologous sequences. The Phast-
Cons program of the USCS browser was used to obtain
an estimate of overall conservation across vertebrates
and placental mammalians.21 In Ensembl, only placental
mammalian sequences were analysed. Sequences of the
region surrounding PD1.3 SNP from all species with
orthologous genes were extracted and aligned.
Enhancer luciferase reporter vectors
Genomic DNA from a PD1.3 heterozygous subject was
used to generate 514 bp PCR fragments containing the
enhancer-like structure of intron 4 of PDCD1 gene with
the two alleles. PCR was done in 10 ml containing 30 ng
of DNA, 0.1 mM of each primer (forward primer
50-TGGAAGGACAGGCTGGGACC-30 and reverse pri-
mer 50-AGTACCGGCACCGAACCTGG-30), 1.5mM of
MgSO4, 200 nM of dNTPs, 1U of Easy-A PCR cloning
enzyme (Stratagene, La Jolla, CA, USA) and 1 reaction
buffer (PCR Enhancer System, Invitrogen, Paisley, UK).
PCR conditions were: denaturation at 95 1C for 3min
followed by 35 cycles of denaturation at 95 1C for 15 s,
annealing at 56 1C for 15 s and extension at 72 1C for 15 s.
Amplified fragments were cloned into the EcoRV site of
pBluescript (pBK SK) vector by TA cloning. The EcoRV
(New Englands Biolabs, Ipswich, MA, USA) cut vector
was treated with Taq DNA polymerase (Roche, Sant
Cugat del Vallés, Spain) in the presence of 2mM of dTTP
and PCR buffer to add thymine to its 30ends. TA cloning
was done in a 10ml reaction containing 50 mg of the 30
T-vector, 25 mg of PD1.3 PCR product, 1ml of T4 DNA
ligase (New England Biolabs) and 1 ligase buffer at
16 1C overnight. Cloned PD1.3 fragments were subcloned
into the KpnI/SmaI (upstream) or BamHI/SalI (down-
stream) sites of a fos-pGL3-basic vector. This vector
contains the minimal fos promoter upstream of the Firefly
luciferase reporter gene. We generated eight reporter
vectors, four with each PD1.3 allele, two upstream and
two downstream of the luciferase gene, and one of each
pair in a different orientation: sense and antisense
(Figures 2 and 3). Sequence and orientation of each
insert was verified by sequencing.
Reporter assays
We transfected 106 Jurkat cells in 0.8ml of OptiMEN
medium (Invitrogen) with 0.8mg of fos-pGL3luc vectors,
either without insert or with any of the eight ‘enhancer’
inserts, and 0.2mg of pRL-TK Renilla luciferase vector
(Promega, Madison, WI, USA) by using 2ml of Lipofec-
tamine (Invitrogen) and 3ml of Plus reagent (Invitrogen).
Some wells were stimulated the following day with
500 ngml1 of ionomycin and 10 ngml1 of phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA). After 4 h, cells were
harvested and luciferase activity was measured using
the Firefly Luciferase Assay System and the Renilla
Luciferase Assay System (both of Promega). Results of
Firefly luciferase were expressed as relative luciferase
units after correction by Renilla luciferase activity to
adjust for transfection efficiency. Comparison of expres-
sion levels was done with the Wilcoxon matched pairs
test.
Nuclear extracts
For preparation of nuclear extracts, 107 Jurkat or MOLT-4
cells were washed in 1ml of 1 phosphate-buffered
saline and lysed at 4 1C for 15min in 200ml of a buffer
containing 10mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetha-
nesulfonic acid pH 7.9, 1mM ethylenediaminetetra acetic
acid (EDTA), 1mM ethylene glycol bis(b-aminoethy-
lether)-N,N,N’,N’,-tetraacetic acid, 10mM KCl, 1mM
dithiothreitol, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride,
10mgml1 aprotinin and 10mgml1 leupeptin (all from
Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Nuclei were incubated at
4 1C for 10min with 0.1% of Triton-X100 and collected by
centrifugation at 800 g and 4 1C for 15min. Nuclei were
lysed at 4 1C for 30min with rotation in 200ml of the same
buffer used to lyse cells plus 20% glycerol and 0.4 M KCl.
Insoluble material was precipitated by centrifugation at
13 000 r.p.m. at 4 1C for 15min and proteins were
quantified by Bradford’s method.
Electrophoretic mobility shift assays
Double-stranded biotin-labelled oligonucleotides with
the PDCD1 sequence of PD1.3 and with two other
sequences with consensus binding sites for AML1/
RUNX1 (Table 1) were synthesized by Sigma-Genosys
(Cambridge, UK). Each double-stranded oligonucleotide
was annealed at 37 1C for 1 h, and 0.5 nM were incubated
with Jurkat or MOLT-4 cell nuclear extracts in 20 ml of
binding buffer (10mM Tris-HCl pH 7.5, 90mM KCl,
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1.4mM dithiothreitol, 50 ngml1 poly(dI dC), 0.1mM
EDTA y 1mM MgCl2) for 20min at room temperature.
We also tested other binding conditions1,16 to check if the
weak signals we obtained with PDCD1 oligonucleotides
were protocol-dependent. For competition experiments,
unlabelled oligonucleotides were added to the nuclear
extracts at a 200-fold molar excess (0.1 mM) before the
addition of the biotin-labelled probe. For supershift
experiments, nuclear extracts were incubated with 2mg
of polyclonal antiserum against the N-terminal region of
AML-1 (sc-8563, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) at room temperature for 20min before the
addition of oligonucleotides. DNA-protein complexes
were analysed by electrophoresis at 11V cm1 and 4 1C in
5% polyacrylamide gels and 0.5 TBE. Complexes were
transferred to a nylon membrane at 12V for 45min, and
crosslinked to the membrane at 7.2 J cm2 using a
transilluminator. Migration of the biotinylated oligonu-
cleotides and their complexes was detected by chemilu-
minescence using the LightShift Chemiluminescence
Detection Module (Pierce, Rockford, IL, USA) followed
by exposure of the membrane to X-ray films.
Results
Lack of conservation of the putative enhancer in PDCD1
intron 4
The putative enhancer in the 4th PDCD1 intron has been
proposed based on a four tandem repeat structure
including multiple transcription factor binding sites
(TFBS).1 Analysis with the tandem repeats finder
program19 integrated in the UCSC genome browser
showed two alternative and overlapping tandem repeat
structures (Figure 1): one with four repeats of 40 bp with
an 83% identity and without insertion/deletions that
included PD1.3 in its most telomeric repeat, and a second
structure of two repeats of 80 bp with 90% identity and
absence of insertion/deletions. These 80 bp repeats did
not overlap completely with the four repeats of 40 bp and
the most telomeric of them finished just before the PD1.3
SNP.
As functional elements are more conserved between
species than non-functional sequence regions, we tested
if the area containing the repeat sequences was evolu-
tionary conserved. First we looked for the overall
conservation of 400 bp surrounding PD1.3 and including
the tandem repeats among vertebrates in the UCSC
genome browser.21 The PhastCons program provided no
evidence of conservation across 28 vertebrate species or
across 17 placental mammalians.
In addition, we searched for PDCD1 orthologous
genes in the Ensembl genome database20 and found that
they were present in six other species of placental
mammalians. The PDCD1 sequence in Macaca mulatta
showed a large sequence gap including the whole 4th
intron and was excluded of further analysis. The other
five genomic sequences included orthologous regions
both upstream and downstream of the region of interest.
However, alignment of the region surrounding PD1.3
was poor or impossible for Canis familiaris and Bos torus.
Of the three sequences remaining, those from Mus
musculus and Rattus norvegicus showed important lack
of alignment in relation with the human sequence
(Figure 1). Only the genomic sequence from Pan
troglodytes showed a good alignment to the PD1.3
neighbouring sequences (T allele at the PD1.3 SNP).
These alignments showed that humans and chimpanzees
share exactly one of the two 80 bp repeats, the most
telomeric, whereas the other is absent in chimpanzees.
This suggests that the 80 bp repeat is the element that has
been duplicated in the human genome from an original
single copy present in a primate ancestor. Therefore, the
putative enhancer in these repeats is a specific human
feature with a single copy antecedent in chimpanzees.
Gene reporter assays exploring the enhancer effect
Enhancers have been defined by their effect increasing
gene transcription in a manner that is largely position-
and orientation-independent. To test the function of the
Figure 1 Alignment of the tandem repeat structure near the PD1.3 SNP (encased) in PDCD1 intron 4 with ortologue mammalian genome
sequences. The plus strand is presented although the PDCD1 gene is transcribed in the minus strand (G and A alleles in place of the C and T
presented here). Spaces are adjusted to highlight tandem repeat structure: two 80 bp repeats and partly overlapping four 40 bp repeats. The
latter are indicated by alternating lower and upper case and separated by spaces. Some potential transcription factor binding sites in the
minus strand of PDCD1 have been signalled.










Abbreviations: EMSA, electrophoretic mobility shift assays; SNP,
single nucleotide polymorphism.
Double-stranded oligonucleotides were used with exactly comple-
mentary sequences except for C2 where the two complementary
oligonucleotides are shown. Sense and antisense oligonucleotides
were biotin-labelled at their 50 end.
aConsensus hexanucleotide binding site is underlined; SNP
nucleotide is in bold; modified nucleotides are in lower case.
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putative enhancer in the repetitive sequence of PDCD1
intron 4, we transiently transfected Jurkat T-cell lines
with luciferase reporter gene constructs containing this
structure. The fragment of the 4th intron that was
cloned contained the two 80 bp repeat sequences,
including the G allele of PD1.3 (the common allele
consistent with the RUNX1 consensus binding site) and
386 nucleotides centromeric and 127 nucleotides telo-
meric to it (514 bp in total). This fragment was inserted in
a vector containing the Firefly luciferase gene under the
control of a fos minimal promoter. Cloning sites were
selected to introduce the 4th intron fragment both 50 and
30 to the reporter gene and in sense and antisense
orientations (Figure 2). In this way we expected to
detect enhancer effects and to be able to differ-
entiate them from potential artefacts. Five independent
experiments were performed. They showed lack of
increase in luciferase expression in cells transfected with
any of the 4th intron containing constructs in relation
with the empty fos-luc vector (Figure 2a for basal
conditions and Figure 2b for post-stimulation).
There was a trend to lower expression in the cells
transfected with the constructs placed upstream of
the fos promoter, especially after PMAþ ionomycin
stimulation where it became significant (P¼ 0.043). This
restricted downmodulation suggested a positional effect
(Figure 2b).
Lack of evidence of PD1.3 allele effect on reporter gene
transcription
We used the same enhancer reporter gene system to
compare the effect on gene expression of inserts contain-
ing either the major G allele or the minor A allele of the
PD1.3 SNP. Results from five experiments showed that
luciferase expression was equivalent with the two PD1.3
alleles, both in basal (Figure 3a) and in stimulated cells
(Figure 3b) and with independence of the upstream or
downstream position of the insert in relation with the
reporter gene or of its orientation.
Inefficient binding of RUNX1 to the PD1.3 site
Given the lack of differential effect of the PD1.3 alleles in
reporter gene assays, we decided to replicate the EMSA
that supported the functional relevance of the PD1.3 SNP.
An oligonucleotide of the same length as reported,1 18
nucleotides, and containing the PD1.3 G allele in a centre
position, P18G (Table 1), gave very weak signals in EMSA
with Jurkat or MOLT-4 nuclear extracts. By increasing the
amount of nuclear extracts and extending exposure
times, we were able to replicate the specific binding
with the PD1.3 G allele oligonucleotide, P18G, and lack of
binding with the A allele oligonucleotide, P18A (Figure 4).
Bound transcription factor was AML1/RUNX1 as shown
by supershift with specific antibodies (Figure 5). How-
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Figure 2 Luciferase enhancer reporter assays exploring the tandem repeat region of PDCD1 intron 4 containing the PD1.3 SNP. Vectors
containing this region in the forward or reverse orientation and upstream or downstream of a Firefly Luciferase gene (luc) under control of
a minimal fos promoter, were compared with the activity of a vector without it in Jurkat cells (a) in basal conditions or (b) after phorbol
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Ratio allele A / allele G Ratio allele A / allele G
0.4 0.7 1.0 1.3 1.6 1.9 2.2 2.5 2.8
Figure 3 Lack of difference between the G and A allele at the PD1.3 SNP of PDCD1 in luciferase enhancer reporter assays. The two PD1.3
alleles were compared in transiently transfected Jurkat cells: (a) in basal conditions and (b) after phorbol 12-myristate 13-acetate and
ionomycin stimulation. Vectors were as in Figure 2 but either with the G or with the A allele at PD1.3 (their position represented by @).
Results are geometric means and 95% confidence interval of the ratio between luciferase signal in cells transfected with the A allele and cells
transfected with the G allele in homologous vectors. Five independent experiments were analysed.
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oligonucleotide P18G prompted us to compare this signal
to the obtained with sequences known to be functional
RUNX1 binding sites. We selected two (Table 1), C1 with
the same hexanucleotide sequence in the consensus
binding site (TGCGGT) as PD1.3 allele G and also of 18
nucleotides.22 A second oligonucleotide, C2, defined in
the study of the RUNX1 consensus binding site, includes
an hexanucleotide sequence that differs in the third base
(TGTGGT).16 The two control oligonucleotides produced
much stronger signals than the P18G sequence (results of
C2 binding are not shown). This difference was observed
with Jurkat and MOLT-4 nuclear extracts and both with
extracts obtained in basal conditions or after stimulation
with PMAþ ionomycin (not shown). The low binding of
the P18G oligonucleotide was independent of the techni-
que, as was observed with three different binding
protocols (not shown). We quantified the difference in
signal by serial dilution of nuclear extracts and densito-
metry reading (Figure 5). Direct comparison between
P18G and C1 oligonucleotides showed, in different
experiments, a 300- to 4000-fold lower intensity of
DNA complexes with the P18G oligonucleotide.
These results provoked us to review the reports
defining the AML1/RUNX1 binding site. It was appar-
ent that nucleotides flanking the central hexanucleotide
could be important. We tested this hypothesis by
designing modified oligonucleotides exchanging the four
flanking nucleotides, two at each side of the hexanucleo-
tide, between the RUNX1 binding site in C1 and the
putative site around PD1.3 (Table 1). According to our
hypothesis, the modified control, C1m oligonucleotide,
showed much weaker RUNX1 binding than the original
C1 oligonucleotide (Figure 6). On the contrary, the
modified PD1.3 oligonucleotide, P12m showed a clear
binding signal, whereas no binding was ever detected
with the P12 oligonucleotide (Figure 6). Binding to C1, C1m
and P12m were shown to be due to RUNX1 by supershift
after antibody incubation (Figure 6). Therefore, the
PDCD1 sequence surrounding PD1.3 bound RUNX1
very inefficiently due to the nucleotides flanking the
described hexanucleotide consensus site.
Figure 4 Specific but weak binding of Jukat nuclear extracts to an
18 bp oligonucleotide containing the PD1.3 G allele, P18G (lanes 3–6).
No binding was observed with the PD1.3 A allele oligonucleotide
P18A (lanes 7–10). Specificity of P18G binding was shown by
competition with unlabelled P18G (lane 6). A control 18 bp
oligonucleotide, C1, with the same RUNX1 consensus binding
hexanucleotide showed much stronger binding at the same nuclear
extract concentration (lane 1 versus 3). The need to use large
amounts of nuclear extracts and long exposure times to visualize
P18G binding led to increased background and unspecific bands, and
to saturation of the stronger bands that prevented quantitative
comparisons.
Figure 5 Comparison of RUNX1 binding to the intron 4 PDCD1
oligonucleotide P18G with binding to the control oligonucleotide C1.
These two oligonucleotides share the same RUNX1 consensus
hexanucleotide. Competition with unlabelled oligonucleotides (lanes
4 and 9) showed the specificity of binding and supershift with
anti-AML1 antibody identified the bound factor (lanes 5 and 10).
Differences in binding signals varied between 300- and 4000-fold.
Figure 6 Effect of nucleotides flanking the RUNX1 consensus
binding hexanucleotide. Electrophoretic mobility shift assays
comparing binding of unmodified control oligonucleotide C1 to
binding to a C1 modified oligonucleotide, C1m that contains the four
nucleotides, two on each side, flanking the central hexanucleotide
from the PD1.3 site. It also compares binding to a PD1.3
oligonucleotide, P12, and its modified version, P12m containing the
four flanking nucleotides from C1. Binding was much lower to C1m
(lane 4) than to C1 (lane 1), and much stronger to P12m (lane 8) than P12
(lane 7) showing the important role of flanking nucleotides. DNA-
protein complexes were specific, as shown by competition with
unlabelled oligonucleotides (lanes 2, 5 and 9), and the protein was
identified as RUNX1 by supershift with a specific antibody (lanes 3,
6 and 10).
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Discussion
Identification of genetic variation in regulatory elements
of the PDCD1 gene is of great interest given the critical
role of this immunoregulatory receptor in multiple
diseases.1,12,14,15 In some of them, PDCD1 downregula-
tion of immune reactions is defective, as in autoimmu-
nity and, possibly, in atherosclerosis,13 whereas in others
it is inappropriately strong, as in chronic viral infections.
The hypothesis of an enhancer in the 4th intron of the
gene that bears a regulatory polymorphism deserves,
therefore, to be tested.
Analysis of the sequence by bioinformatic means can
only provide suggestive information. The enrichment in
several TFBS related with immune function has been
taken as supportive of the proposed enhancer.1 However,
bioinformatic identification of TFBS has low predictive
value. This is due to the lack of knowledge of the factors
in the DNA sequence that influence TF binding to DNA
and to the effect of chromatin modifications independent
from the DNA sequence (as DNA methylation, nucleo-
some position and histone modifications). In addition,
TFBS are predicted on the basis of studies of very few
validated sequences and the defined consensus oligonu-
cleotides and nucleotide matrices often are very short,
that is, hexanucleotides, and allow for substitutions at
more than one place. These characteristics determine a
low specificity in the identification of TFBS.23 For
example, we searched for binding sites for RUNX1 over
the PDCD1 gene in TRANSFAC Professional/Match
(Biobase Biological Databases) and found 70, only 11 in
the 4th intron.
Tanscription factor binding site prediction will im-
prove in the next few years thanks to more complex
bioinformatic tools and to a better knowledge of
functional TFBS.24 For example, whole genome studies
with chromatin immunoprecipitation have allowed a
better definition of consensus binding sites that have a
much stronger predictive value.25,26 Often these consen-
sus sequences are much larger than the previously
described or include influence from neighbouring
nucleotides. Unfortunately, there are only a few of these
studies and they do not include RUNX1.
The presence of tandem repeats of several decenes of
nucleotides has been observed as part of some complex
regulatory units, including several enhancers.27–29 Some
of them are polymorphic and affect transcriptional
regulation, but in all the described examples the
functional polymorphism affects the number of copies
of the repeat. It is less likely that an SNP affecting a single
TFBS in a repeated structure will have functional
consequences, as it will be compensated by the same
TF bound to the other repeats.
Another factor that is possible to analyse is sequence
conservation. Functional sequences are conserved
through evolution more often than neutral sequences.21
Neither the tandem repeats nor the PD1.3 sequence were
found to be conserved even among mammals. However,
this does not contradict functional relevance as only a
fraction of the functional elements are conserved.
Experimental testing of PDCD1 intron 4th structures in
a classical enhancer reporter assay showed no evidence
of an enhancer effect on the expression of the luciferase
gene. There was only a slight but significant decrease in
expression after stimulation in the constructs with the
intron 4th inserted upstream to the reporter gene. This
could be caused by unspecific interference with the
minimal promoter but not to an enhancer effect because
enhancers are largely independent of position and
orientation. More important for the hypothesis being
tested was the lack of difference in reporter gene
expression when the two PD1.3 alleles were compared.
These negative results prompted us to re-evaluate the
differential binding of the PD1.3 alleles to RUNX1 in
EMSA. We replicated the preferential binding of the G
allele but it was of much lower intensity than positive
control oligonucleotides. This difference was explained
by the lack of optimal flanking nucleotides in the PDCD1
sequence as demonstrated by criss-cross experiments.
Inefficient binding of RUNX1 to the PD1.3 sequence
was overlooked by the TFBS searching softwares that
only consider the central hexanucleotide TG[T/c]GGT.
However, Thornell et al.30 had already seen evidence that
other nucleotides around the consensus sequence could
interfere in RUNX1 binding to DNA. They suggested a
decamer TTTGCGGTTA/Tas the consensus binding site.
This is the same sequence present in the two oligonu-
cleotides with which we observed higher binding in our
assays.
Our findings are of special relevance in the analysis of
the role of genetic variation of PDCD1 in human disease.
The PD1.3 SNP has had a dominant role in the genetic
epidemiology studies of PDCD1 because it was found
associated to SLE in a very impressive association study
and because it was supposed to be functional.1 However,
most subsequent reports have not found the reported
genetic association and an explanation of these dis-
cordant results, at least among Europeans, has been
proposed5 (Asian populations are not polymorphic at
this SNP31). Now, the proposed functional effects of
PD1.3 are also questioned by our results. It is still
possible that this SNP could be functional in ways that
we have not explored, but available information does not
allow predicting any such effect. A recent presentation in
a meeting showed correlation between PD1.3 alleles and
PDCD1 expression in peripheral blood cells.32 However,
this study was done in samples from Iceland and
Sweden, population showing the clearest association
between the SNP and SLE susceptibility. This could
reflect a specific pattern of linkage disequilibrium more
than a specific effect of the SNP.
In conclusion, our results question the proposed
regulatory function of the PD1.3 SNP and should be an
incentive to search for other PDCD1 polymorphisms that
could affect disease susceptibility. This is an important
aim as PDCD1 seems to be involved in many different
diseases and there are several pieces of evidence that
indicate that genetic variation in PDCD1 is associated
with susceptibility to some of them.
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Introduction: To analyze if nine newly identified SLE susceptibility loci were
influencing the presence of some of the best defined SLE clinical features.
Methods: We compared the genotypes of a representative SNP in each of nine SLE-
associated loci, in ITGAM, STAT4, C8orf13-BLK, IRAK1-MECP2, BANK1, TYK2,
KIAA1542, PXK and 1q25.1, between patients with and without each of 11 clinical
features: ten of the ACR classification criteria (except ANAs) and age of disease onset.
Data of 1561 patients were used.
Results: The most consistent and significant result was the association of the rare allele
of rs13277113 in the C8orf13-BLK locus with increased risk of nephritis (O.R. = 1.35, P
= 0.00026). The reported association of STAT4 with early age of disease onset was
replicated. Not so the other described associations of this locus, but joint analysis of a
previous report with our data lent further support to association of STAT4 with oral
ulcers and immunologic disorder. Combined analysis of ITGAM data from a recent
report and our study showed more doubtful association of this locus with immunologic
disorder, nephritis and discoid rash, although our study, separately, did not replicate
these associations. Some other results were suggestive of the presence of additional
phenotype-genotype associations, but they were not significant after correction for the
number of tests.
Conclusions: Our results together with previous studies indicate that clinical variability
of SLE is influenced by the SLE susceptibility alleles. However, the effects are weak
and difficult to reproduce indicating the need of phenotype-specific genetic studies.




Systemic Lupus Erythematosus (SLE; OMIM 152700) is a complex disease with
heterogeneous clinical manifestations and a genetic component that begins to be
understood [1]. Clinical heterogeneity complicates its diagnosis, treatment and research
[2]. We do not have yet clear clues about the causes of this variability, but likely
contributing elements are stochastic factors and differences in the environmental
exposures or in the genetic constitution. Understanding the relationships between these
factors and the SLE features will help elucidate disease mechanisms and could provide
the basis for a classification of patients in more homogeneous subgroups.
Many associations between genetic polymorphisms and the presence of specific
SLE clinical features have been reported, but they have not yet reached a high degree of
confidence [3-6]. This is similar to what had happened in relation to SLE susceptibility
until 2008: although there were many reports of association there were few genetic
factors that had been consistently demonstrated. The advent of Genome Wide
Association (GWA) studies in 2008 and other large studies, with their increased sample
sizes and stricter standards, changed dramatically this panorama. Now, there are more
than ten new loci that are consistently associated with SLE susceptibility [7-8]. These
loci are prime candidates for having a predisposing effect for specific SLE clinical
features. The first analyses seem to indicate that this is the case for some of them [9-11].
Herein, we have analyzed the association of nine of these consistent SLE susceptibility
loci (ITGAM, STAT4, C8orf13-BLK, IRAK1-MECP2, BANK1, TYK2, KIAA1542, PXK
and 1q25.1) with some clinical features in more than 1500 patients. Some significant
associations were found and some of the previously described received some additional
support, but the observed effects were weak and will need further confirmation.




Sample and data collection: Recruiting of DNA samples from SLE patients has been
already described [12]. Briefly, 16 recruiting centres from 9 European countries were
asked for about 100 SLE patients and controls of uniform Caucasian ethnicity. A total
of 1561 patients were obtained (18 patients included in a previous study[12] were
excluded after reviewing their clinical data). All SLE patients met the revised American
College of Rheumatology classification criteria [13], and gave written informed
consent. Sample collection was approved by the respective ethical committees. Clinical
characteristics of the patients were obtained at the same time. They included the ACR
classification criteria, gender, age of disease onset, and time of follow-up.
Genotypes: Genotypes for the SLE-associated SNPs in ITGAM, STAT4, C8orf13-BLK,
IRAK1-MECP2, BANK1, TYK2, KIAA1542, PXK and 1q25.1 loci have been already
described [12].
Association analysis: We compared SNP allele frequencies between cases positive and
negative for each of the ACR classification criteria (except presence of ANA given that
they were almost constant) and age of disease onset by logistic regression following a
genetic additive model with codes 2 for aa genotypes, 1 for aA genotypes and 0 for the
AA genotypes. Patient gender was included as covariate. Age of disease onset was
included in these analysis after separating patients in two groups < or ≥ 30 years old at
disease onset. Results at this stage with P < 0.05 were analyzed in patients stratified by
gender. Bonferroni correction for multiple tests was done considering the number of
analyzed clinical features. Statistical analyses were done in a customized version of the
Statistica 7.0 program (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Power to detect association was
estimated with the “Power and sample size” software [14]. Combination of the current
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results with previous studies was done with fixed-effect and with random-effect
metaanalyses as implemented in the R project (http://www.r-project.org/).
RESULTS
Characteristics of the patient collection
The genotypes of strongly associated SNPs in 9 confirmed SLE susceptibility
loci were available for 1561 European patients with SLE and for 1728 healthy controls
(Table 1). Information about ACR classification criteria, gender, age of disease onset,
and time of follow-up was also available for most of these patients (Table 2).
Case-only analysis of the association with SLE clinical features
Seven associations between genotypes and clinical features were detected below
P = 0.05 in the comparison between positive and negative patients (Table 3). Only two
of them were below P = 0.01. The two involved nephritis that was associated with the
SLE risk allele at the C8orf13-BLK locus and with the IRAK1-MECP2 risk allele. The
other five associations were just below the 0.05 threshold. One of the weak associations
replicates a previous finding: the association of the risk allele of the STAT4 SNP with
younger disease onset [9]. However, we did not replicate the described associations of
the STAT4 SNP with nephritis, immunologic disorder or oral ulcers (although there was
a trend in the same direction for the latter) [9-10]. Other weak association was observed
between the ITGAM risk allele and a younger age of disease onset, but we did not
replicate other reported associations with this SLE risk allele [11]. We also found weak
association of renal disorder with the risk allele in BANK1 and of oral ulcers with this
same allele and the risk PXK allele (Table 3). However, only the association of nephritis
with the C8orf13-BLK SNP remained significant after correcting by the number of tests.
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Analyses of patients stratified by gender was done only for the SNPs showing P
< 0.05 in global analyses (Table 4). The smallest stratum included the 151 men with
SLE in our collection, what allowed for a very limited statistical power. This limitation
was considered for interpretation by focusing in effect sizes more than in P values. In
contrast, the largest stratum was made of 1393 women with SLE, and therefore similar
to the global study sample. The effect size of five of the associations was similar or
stronger in males than in females and concordant in direction. These associations
included the two stronger, renal disorder with the risk alleles of C8orf13-BLK and of
IRAK1-MECP2. The other two significant associations in the global analysis, renal
disorder with BANK1 and oral ulcers with PXK, were restricted to women in the
stratified analysis (Table 3).
Joint analysis with previous data
We combined our results with the available in previous reports. There were few
articles and only in three of them data were reported as to permit case-only analyses,
comparing patients with and without the clinical feature. Each of these three articles
provided data on one of the loci included in our analyses, C8orf13-BLK, STAT4 and
ITGAM [9, 11, 15]. There was an additional study analyzing SLE clinical features in
relation with the ITGAM locus but with a different SNP [15]. The other published
studies did not provide enough information to combine effect sizes, as a second one
about STAT4 [10], or the studies on BANK1 [16], and TYK2 [17]; or there was not any
report, as for the remaining loci.
The clearest association in our study, that of rs13277113 in C8orf13-BLK with
renal disorder, was opposed to the results of a GWAS that included clinical data on 781
patients [15]. The marked contrast between the two studies leaves this association as
uncertain at this time (Table 5). On the contrary, the results for the STAT4 locus were
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quite similar between the two available studies. The associations between young age of
disease onset, oral ulcers or immunologic disorder and rs7574865 were concordant and,
consequently, they became reinforced in the combined analysis with about 2700
patients (Table 5). Only the association that was previously observed between
rs7574865 and renal disorder did not receive any additional support, and it became non-
significant (P = 0.14) in the combined analysis. Finally, less conclusive results were
obtained with the joint analysis on the ITGAM locus. The direction of change for the
three analyzed criteria was the same in the two studies, but results from Kim-Howard et
al. showed stronger differences than ours. The differences in effects for renal disorder
and discoid rash were such as to cause conflicting results between the fixed-effects and
random-effects metaanalyses. There were significant associations with the fixed-effects
analysis and lack of them with the more conservative random-effects approach.
Immunologic disorder was associated with P = 0.04 with both approaches.
DISCUSSION
There are several obstacles for the identification of loci preferentially associated
with particular SLE phenotypes that make their investigation more difficult than the
study of disease susceptibility. Firstly, the statistical power of the available collections
becomes greatly reduced in subgroup analyses. Lack of power will lead to false negative
results. In addition, the performance of many comparisons increases the risk of false
positives and the subsequent lack of reproducibility. A solution to this problem will be
to require stringent significant thresholds for claiming association, but this measure will
lead to even more false negative results. Another limitation is the variability of the
clinical data, because sample collections show marked differences in the prevalence of
the different SLE manifestations [9, 15, 18-23]. These differences have many possible
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causes, but if they are due to biases unrelated with the disease process they will be a
source of spurious associations [24]. Consideration of these obstacles and the
recommendations for subgroup analysis in clinical trials [25-27], have determined the
design of our study. We have followed a fixed sequence approach, which requires a
significant difference in the more general group before starting analysis in a subgroup;
we have also corrected for the number of tests done, took into consideration previous
reports concerning the same comparisons, and take into account the power of the
analyses for interpretation.
According to the fixed sequence approach, we selected nine loci that are
convincingly associated to SLE susceptibility and that have shown association in our
collection of samples [7-8, 12]. This procedure does not exclude that some gene variants
could predispose to a particular SLE clinical phenotype without increasing appreciably
susceptibility to SLE overall. This has been already reported for the FCGR3A V158F
SNP that is associated with lupus nephritis, but not convincingly with SLE
susceptibility in patients without nephritis [5].
The clearest associations in our study were with renal disorder. Association
between lupus nephritis and the SLE risk allele of the rs13277113 SNP in the C8orf13-
BLK locus remained significant after correcting for the number of tests, and was
consistently observed in women and men. The same SNP has already been analyzed for
association with SLE classification criteria in a previous GWAS [15], but no association
with renal disorder was found in any of the two series of patients analyzed in that study.
In addition, the direction of change in one of the series, which was reported in more
detail, was opposed to the observed by us (Table 5). Prevalence of renal disorder in that
study was lower (28.0 %) than in our collection of samples (41.0 %) and this difference
(P = 2.0 x 10-12) could contribute to the discordant results. The C8orf13-BLK locus is
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reproducibly associated with SLE susceptibility [12, 15, 28], and probably with RA [29-
30], and Systemic Sclerosis [31]. The SNP that we have analyzed is the most studied
and seems to be the most associated with SLE susceptibility. It correlates with changes
in expression of the two flanking genes, C8orf13 and BLK, with an increase of C8orf13
and a decrease of BLK [15]. BLK is the best understood of the two, and it is a good
candidate because it codes for a B-cell specific tyrosine kinase that is involved in
maturation of B cells and in BCR signalling [32-33]. A second association of lupus
nephritis in our study was less clear. The SLE risk allele of rs17435 in the IRAK1-
MECP2 locus was associated with increased risk of nephritis both in women and men.
However, the association did not remain significant after correction by the number of
tests done. Therefore, we consider these two associations of renal disorder as unproven
until other studies provide additional evidence.
The rs7574865 SNP in STAT4 has been associated with a severe SLE phenotype
defined by nephritis, age at diagnosis < 30 years old, immunologic disorder (and,
specifically, double-stranded DNA autoantibodies) and absence of oral ulcers [9]. The
association with immunologic disorder (and anti-dsDNA) and a modest increase in
nephritis prevalence was also reported in other study with 695 patients [10]. However,
no effect on age of disease onset or oral ulcers was detected in this second study. Our
results showed only a weak association with younger disease onset that was consistent
in women and men. We also found a trend to decreased prevalence of oral ulcers, but it
was only observed in women (data not shown). No association with nephritis or
immunologic disorder was present in our data. Overall, the results confirm that
rs7574865 SNP in the STAT4 locus is associated with a particular SLE phenotype
whose details are still incompletely defined, but that very likely include immunologic
disorder (same trend in the three studies), specially the presence of anti-dsDNA
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antibodies, which was a clear association in the two previous studies and was not
available to us; a younger age of disease onset, for which there was weak association in
two studies and a non-significant trend in the third [10]. It is also probable that this
phenotype will include also renal disorder and lack of oral ulcers because two of the
three studies were concordant for these two associations.
We also found association of rs1143679, which is a likely causal non-
synonymous SNP in ITGAM, with a younger age of disease onset. This characteristic of
SLE has not been analyzed in previous studies [11, 15], and the association did not
remain significant after correction by the number of tests, which make this association
of uncertain relevance. Something similar happens with other recently reported clinical
associations with this locus [11]. Joint analysis with our data show only weak
association with immunologic disorder (P = 0.04) and inconclusive results regarding
renal disorder and discoid rash due to the differences in effect size between the two
studies. In addition, the other available report shows no association with any of these
three clinical features in any of the two series of patients considered [15], albeit the
analyzed SNP in that report, rs11574637, is only partially correlated with rs1143679.
Of the remaining loci studied here, only TYK2 and BANK1 have previously been
examined for association with SLE clinical features [16-17]. No specific association
was found in the previous studies and we did not find any in ours, in spite of relative
good power. In the interpretation of these negative results, it is important to consider the
power of the each comparison. All the SNPs analyzed here have similar power because
this is determined by the minor allele frequencies that are similar. However, the clinical
features show a gradation of power in function of the rarity of the phenotype with
lowest frequency (Table 2). Larger power is available for clinical features showing a
prevalence approaching 50%, like age of disease onset < 30, photosensitivity or malar
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rash, whereas a lower power corresponds to clinical features with low prevalence, like
neurologic disorder, or with very high prevalence, like arthritis or female gender. None
of the latter was associated in our study or has been reported as associated in previous
studies.
Our results and previous reports on the same loci [9-10, 15-17] and in other SLE
susceptibility loci [17, 34-41] do not show a clear and consistent association with
specific clinical features or subphenotypes. Association of the STAT4 locus with some
SLE features is at present the only significant exception to this trend. This conclusion is
not contradicted by some studies that have found differences in SLE susceptibility loci
between patients with a clinical feature and healthy controls, but not differences
between patients with and without the clinical manifestation [16, 39, 41]. Other
confirmed SLE susceptibility loci that have not shown association with specific clinical
manifestations include IRF5 [17, 36-38], PTPN22 [34-35, 39-40] and TNFAIP3 [41].
The same can be affirmed for the MHC, except that in this case, convincing associations
with particular autoantibodies have been reported [42-45]. The available evidence does
not exclude, however, that future studies will find modest or weak associations that
have escaped detection due to lack of power of the current SLE patient collections.
In retrospect, a weak phenotype specificity of the SLE susceptibility loci is
coherent with the fact that they have been identified in studies involving all types of
patients with SLE. It is likely that large phenotype-specific GWAs will uncover genetic
variants with a more clear effect on phenotypes, even if they have less impact in SLE
overall. This type of studies should be actively promoted in the hope that will allow
identifying more uniform subgroups of patients with SLE, which could be very useful to
improve disease management. Also, it is possible that complex interactions between loci
or with environmental exposures play a more significant role in the phenotypic
Factores genéticos asociados con predisposición a LES 
132 
14
heterogeneity of SLE. In any case, a contribution of genetic variation to SLE
phenotypes is supported by ethnic [46-47], ancestry [48] and family studies [49-51], and
it should be expected that future research will be able to identify the phenotype-specific
loci.
CONCLUSIONS
The paucity of sound associations with specific clinical features in our study,
together with other reports on the same loci [9-10, 15-17], or on other confirmed SLE
susceptibility loci [17, 34-41] shows that clinical variability of SLE does not correlate in
a consistent and clear way with SLE susceptibility alleles. The best of the already
known associations is with the STAT4 locus, and it is still incompletely defined. Other
associations that are only tentative at present will be confirmed in new studies, but it is
likely that only phenotype-specific GWAS will lead to the discovery of a significant
fraction of their genetic component.
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Table 1: SLE susceptibility loci included in the study with the representative SNPs,
their Minor Allele Frequencies (MAF) in patients and controls, O.R. and P valuesa
MAF % (n/N)b
Locus SNP SLE patients Controls O.R. (95% C.I.) P-value c
ITGAM rs1143679 23.0 (718/3116) 15.1 (521/3448) 1.71 (1.5-2.0) 8.1 x 10-15
STAT4 rs7574865 32.6 (1015/3118) 23.4 (808/3456) 1.53 (1.4-1.7) 6.0 x 10-13
C8orf13-BLK rs13277113 30.9 (963/3116) 25.2 (868/3444) 1.32 (1.2-1.5) 2.0 x 10-6
IRAK1-MECP2 rs17435 27.0 (841/3120) 21.5 (743/3456) 1.27 (1.1-1.4) 2.5 x 10-5
1q25.1 rs10798269 27.1 (846/3122) 31.8 (1098/3452) 0.81 (0.7-0.9) 0.00019
PXK rs6445975 26.7 (834/3118) 23.5 (813/3454) 1.24 (1.1-1.4) 0.00037
TYK2 rs2304256 23.3 (727/3116) 27.8 (960/3450) 0.82 (0.7-0.9) 0.00076
BANK1 rs17266594 25.0 (779/3122) 29.0 (1003/3456) 0.83 (0.7-0.9) 0.0017
KIAA1542 rs4963128 30.2 (939/3114) 34.0 (1173/3448) 0.84 (0.8-0.9) 0.0011
a These analyses were reported in detail in Suarez-Gestal et al (22)
b n = number of minor alleles, N = total number of alleles
c Comparisons were done with logistic regression following a genetic additive model and including
gender as covariate except for IRAK1-MECP2, which is in the X chromosome
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Table 2: Clinical characteristics of the patients with SLE included in the study and the




Women (%) 90.2 1544
Age of disease onset (median, IQRa) 29 (21-40) 1340
Age of disease onset < 30 (%) 52.0 1340
Time of follow-up (median, IQR) 10 (6-17) 1159b
Malar rash (%) 56.6 1296b
Discoid rash (%) 18.1 1379
Photosensitivity (%) 53.6 1388
Oral ulcers (%) 28.1 1390
Arthritis (%) 80.6 1398
Serositis (%) 35.8 1392
Renal disorder (%) 41.0 1387
Neurologic disorder (%) 14.5 1305
Hematologic disorder (%) 74.2 1348
Immunologic disorder (%) 77.6 1383
Antinuclear Antibody (%) 98.5 1129b
a IQR = Inter-quartile range
b Data from specific recruitment centres were excluded because the feature was underreported: the Czech
Republic and Madrid for time of follow-up; Hungary for malar rash; and the Evangelismos Hospital in
Greece and the Milan collections for ANA
Factores genéticos asociados con predisposición a LES 
146 
28
Table 3: Comparison of the allele frequencies at nine SNP from SLE susceptibility loci
between patients positive and negative for 11 clinical features. Only significant
differences and results corresponding to previously reported associations are shown.
MAF % (n/N) a












































































































a MAF = Minor Allele Frequency, n = number of minor alleles, N = total number of alleles
b n.s. = not significant
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Table 5. Combined analysis of data from current and previous studies. Only


















- - 0.0018 2165






















































a Previous studies were [15] for C8orf13-BLK, [9] for STAT4 and [11] for ITGAM
b Fixed-effect metaanalysis odds ratio (95 % confidence interval) and P value
c Pheter = heterogeneity P value; N = total number of patients in the combined analysis
d Random-effect metaanalysis gave non-significant results
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ABSTRACT 
We aimed to determine if Systemic Lupus Erythematosus (SLE) phenotypes differ between the two 
subgroups of Europeans identified in large genetic studies. Prevalence of ACR SLE classification 
criteria and mean age of disease onset were compared between 475 patients with SLE from the 
Northern subgroup and 1080 patients from the Southern subgroup. Arthritis was more prevalent in 
the Southern subgroup (P = 1.7 x 10
-6
). Photosensitivity was more prevalent in the Northern group 
(P = 0.0006). These differences were concordant with a previous study that analyzed European 
ancestry percentages in American patients with SLE, confirming a new level of phenotype 
heterogeneity of SLE inside one of the continental ethnic groups and suggesting the need of new 
levels of stratification in genetic and population studies.
5
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INTRODUCTION 
SLE clinical heterogeneity poses many challenges to clinical diagnosis, treatment and 
research 
11
. Genetic, environmental and socioeconomic factors seem to have a role, but our 
understanding of their effects is still very incomplete. Variation on severity and clinical phenotype 
between ethnic groups has been shown in multiple studies 
1, 4, 6, 8, 11-12
. Part of this variation is 
attributed to differences in the genetic component. A very interesting addition that strengthens the 
link between genetic factors and SLE clinical heterogeneity and extends the distinction to 
differences within a single ethnic group has been a recent report by Chung et al.
3
. In this study, 
distinction between Northern and Southern European ancestries, which are the 2 major European 
subgroups according to genome wide studies 
7
, correlated with the prevalence of specific SLE 
features. Replication of these findings is necessary given the high variability of SLE clinical data 
between patient collections that makes this type of studies prone to irreproducibility 
1-2, 5-6, 10, 12
. It is 
also necessary given the important consequences for SLE research in Europeans that will need to 
consider separately the 2 subpopulations. Here, we have replicated 2 of the associations described 
by Chung et al: arthritis was more frequent in patients from the South of Europe and 
photosensitivity was more frequent in patients from the North. 
 
METHODS 
Patient data: Data from 1555 European SLE patients recruited at 16 centres from 9 different 
countries were analyzed 
9
. They included the American College of Rheumatology (ACR) 
classification criteria, age of onset, time of follow-up and gender. All patients and controls gave 
their written informed consent and the study was approved by the relevant ethic committees. 
Statistical analysis: Patients were divided in Northern and Southern subgroups according with their 
place of origin. We excluded from analysis the variables showing large variability within the 2 
subgroups (Coefficient of variation (CV) ≥ 30 % between the centres in the Northern or Southern 
subpopulations). Comparison of the 2 subpopulations was done with logistic regression 
6
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incorporating patient gender and time of follow-up as covariates. 
 
Founding sources: This work was supported by Fondo de Investigacion Sanitaria of the Instituto 
de Salud Carlos III, the Fondo Europeo de Desarrollo Regional program of the European Union,  
grants from the Xunta de Galicia and by BMBF KN Rheuma grant. This founding bodies had no 
contribution in designing the study, collecting, analyzing and interpreting the data and approving 
the final manuscript. 
 
RESULTS 
The Northern European subgroup was made of 475 patients with SLE from Germany, The 
Netherlands, Hungary, the Czech Republic and Slovakia. The Southern Europeans subgroup was 
made of 1080 patients from Spain, Italy, Greece and Portugal.  
The first step in the analysis was to determine the variability of SLE clinical data within 
each of the 2 subgroups. This analysis was done separately for the centres corresponding to 
Southern and Northern European subpopulations (Table 1). Discoid rash, oral ulcers, renal disorder 
and neurologic disorder showed CV that were larger than 30 % in the Southern and Northern 
subgroups and were excluded from further analysis. Serositis, immunologic disorder, malar rash and 
photosensitivity showed CV of 20-25 %, whereas arthritis, hematologic disorder and antinuclear 
antibodies CV were below 20 % (Table 1). Variability in patient gender and age of disease onset 
was low. Time of follow-up was more variable in the Southern subgroup and significantly different 
between the 2 subgroups (Table 2). However, this difference in time of follow-up had not 
appreciable effect in the results except for serositis, which was less prevalent in the patients with 
shorter follow-up (not shown). 
Only arthritis, photosensitivity and serositis were different between the patients from the 
Southern and Northern European subpopulations (Table 2). The differences in prevalence of 
arthritis and photosensitivity remained clearly significant after accounting for the number of test 
7
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performed (Pcorr = 0.000017 and 0.0056, respectively), but not the difference in serositis (Pcorr = 
0.054). In addition, the association with serositis disappeared when the difference in follow-up 
between the Northern and Southern subpopulations was taken into account (P = 0.6).  
Notably, the differences in arthritis and photosensitivity were in the same direction 
previously reported in the European Americans 
3
, with a prevalence in excess of  10.7 % in arthritis 




Differences in the SLE phenotype between continental ethnic populations are widely 
acknowledged 
1, 4, 6, 8, 11-12
. However, there is only a report indicating that there are also differences 
between patients of European origin depending on their Northern or Southern ancestry 
3
. Here, we 
have addressed this question and found 2 clear differences, in arthritis and photosensitivity, that are 
concordant with the study of Chung et al. 
3
. This concordance is very striking because design of the 
2 studies has been very different. The Chung et al. study included almost exclusively European 
Americans (98.0 %) whose ancestry was ascertained by analysis of ancestry informative 
polymorphisms. In contrast, we have used data from European patients living in Europe and their 
ancestry has been ascertained by their place of origin. This difference is important because each 
collection of patients is affected by environmental exposures and other local factors that could 
confound analysis, but these factors will be very different in the 2 studies. Therefore, we find very 
reassuring that the arthritis and photosensitivity results of the 2 studies were concordant. 
The differences we have found could be indicative of underlying mechanisms whose 
elucidation will help understand SLE clinical heterogeneity. For example, photosensitivity excess in 
the Northern subpopulation could be related with a lighter skin colour 
3, 8
, which is genetically 
determined.  
Other associations of the Chung et al. study were not replicated in our analysis 
3
. We did not 
8
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found any difference between the 2 subgroups of Europeans in the prevalence of immunologic 
disorder and we did not compare discoid rash or renal disorder because these 2 features showed 
large variability within each of the subgroups in our data. High variability in the prevalence clinical 
features of SLE is very common between different collections of patients 
1-2, 5-6, 10, 12
. When it is 
present it is best to avoid comparisons because results are unreliable. 
In summary, our study replicates the association of the Northern European subpopulation 
with more photosensitivity and less arthritis than the observed in the Southern subpopulation. 
Concordance between our study and Chung et al. 
3
 identify SLE clinical features under genetic 
influence, advance in our understanding of SLE clinical heterogeneity, and call our attention to the 
need to account for European subpopulations in SLE studies. 
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Table 1: Clinical features of SLE patients and variability of their values within the European 
Northern and Southern subgroups. 
 
    CV (%) 







Women (%) 90.3 1543  3.1 3.3 
age of onset (mean, years) 31.1 1349  6.3 10.6 
time of follow-up (mean, years) 11.9 1168  12.6 22.8 
Malar rash (%) 
‡
 56.5 1305  24.8 19.8 
Discoid rash (%) 18.1 1388  48.8 59.2 
Photosensitivity (%) 53.4 1397  17.6 23.0 
Oral ulcers (%) 28.2 1399  56.0 63.1 
Arthritis (%) 80.7 1407  15.8 10.4 
Serositis (%) 35.8 1401  9.9 26.2 
Renal disorder (%) 41.0 1396  32.5 38.9 
Neurologic disorder (%) 14.6 1314  66.4 38.4 
Hematologic disorder (%) 74.3 1356  15.0 18.8 
Immunologic disorder (%) 77.7 1392  22.1 23.0 
Antinuclear antibody (%) 
‡
 98.7 1138  1.8 2.1 
 
*
 Number of patients used for each analysis 
†
 Northern subgroup: Germany, the Netherlands, Hungary, the Czech Republic and Slovakia. Southern subgroup: Spain, 
Italy, Greece and Portugal. 
‡
 Some data from all patients of specific recruitment centres were excluded because the feature was underreported: 
Hungary for malar rash; and the Evangelismos Hospital in Greece and the Milan collections for antinuclear antibody 
13
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Table 2: Comparison of clinical features between the Northern and Southern subpopulations of 
European patients with SLE 
 
 Value    
 Northern Southern  P-value 
*
 O.R. (95 % C.I.) 
†
 
Women (%) 88.6 91.0  0.14  
age of onset (mean, years) 31.9 30.8  0.18  
time of follow-up (mean, years) 14.2 10.7  5.3 x 10
-14
  
Malar rash (%) 56.3 55.6  0.17 1.01 (0.9-1.2) 
Photosensitivity (%) 59.7 50.3  0.00056 1.49 (1.2-1.9) 
Arthritis (%) 73.6 84.3  0.0000017 0.51 (0.4-0.7) 
Serositis (%) 39.5 33.8  0.0055 
‡
 1.29 (1.1-1.7) 
Hematologic disorder (%) 75.5 73.7  0.12 1.11 (0.9-1.4) 
Immunologic disorder (%) 77.2 77.9  0.68 0.95 (0.7-1.2) 
Antinuclear antibody (%) 98.6 98.5  0.92 1.06 (0.3-3.3) 
 
*
 Comparison done with logistic regression including patient gender as covariate 
†
 Odds ratios and their 95 % confidence intervals were calculated taking as reference the Southern subpopulation of 
patients 
‡

















4. Componente genético común a LES y AR 
 

Procedimiento experimental y resultados 
169 
ARTHRITIS & RHEUMATISM
Vol. 60, No. 9, September 2009, pp 2558–2564
DOI 10.1002/art.24748
© 2009, American College of Rheumatology
Rheumatoid Arthritis Does Not Share Most of the Newly
Identified Systemic Lupus Erythematosus Genetic Factors
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Objective. Rheumatoid arthritis (RA) and sys-
temic lupus erythematosus (SLE) share some genetic
factors such as HLA, PTPN22, STAT4, and 6q23. The
aim of this study was to determine whether 9 other SLE
genetic factors are also implicated in RA susceptibility.
Methods. A characteristic single-nucleotide poly-
morphism (SNP) in each of 9 genetic factors, ITGAM
(rs1143679), C8orf13–BLK (rs13277113), TYK2
(rs2304256), 1q25.1 (rs10798269), PXK (rs6445975),
KIAA1542 (rs4963128), MECP2 (rs17435), BANK1
(rs17266594), and LY9 (rs509749), was studied in 1,635
patients with RA and 1,906 control subjects from Spain.
The rs7574865 SNP in STAT4 was also included. Anal-
yses were conducted globally and after stratification by
sex and clinical features (anti–cyclic citrullinated pep-
tide and rheumatoid factor, shared epitope, rheumatoid
nodules, radiographic changes, sicca syndrome, and
pneumonitis).
Results. No association was observed between RA
and any of the 9 newly identified SLE genetic factors. A
meta-analysis using previous data was consistent with
these results. In addition, there were no significant
differences between individuals with and those without
each of the clinical features analyzed, except the fre-
quency of the minor allele in the C8orf13–BLK locus that
was decreased in patients with sicca syndrome (14.6%
versus 22.4% in controls; P  0.003).
Conclusion. None of the 9 recently identified SLE
risk factors showed association with RA. Therefore,
common genetic factors affecting the pathogenesis of
these 2 disorders seem to be limited, revealing that the
genetic component contributes to the different expres-
sion of these diseases.
Rheumatoid arthritis (RA) and systemic lupus
erythematosus (SLE) share a complex etiology encom-
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passing genetic, environmental, and stochastic compo-
nents (1,2). Loss of tolerance to self antigens, which
leads to stimulation of lymphocytes and other immune
cells, release of cytokines, activation of complement, and
the production of autoantibodies, contributes to the
pathogenesis of both RA and SLE (3,4). RA and SLE
also share genetic factors such as those in the HLA,
PTPN22, STAT4, and 6q23 loci (5–8); however, their
respective clinical phenotypes are clearly different. RA
is characterized by symmetric erosive arthritis of the
peripheral joints with pannus formation that is chronic
and progressive, which causes a characteristic pattern of
pain, rigidity, and deformities. In contrast, arthritis is
only one among the diverse array of clinical manifesta-
tions of SLE and typically is not erosive, does not have
a progressive course, and most often is not symmetric
(9). Malar rash, photosensitivity, serositis, nephritis,
peripheral and central nerve system disease, and cyto-
penia are indicative of SLE but not RA. The 2 clinical
syndromes overlap only in some exceptional patients (a
clinical situation that is referred to as rhupus by many
investigators). Therefore, the 2 diseases should have
differential etiologic factors. Such etiologic factors could
be genetic, with some being specific for SLE and others
being specific for RA. Alternatively, the differential
factors could be environmental or stochastic.
A common genetic component of RA, SLE, and
other autoimmune diseases has been hypothesized
(10,11). This hypothesis was triggered by the observation
of an increased concurrence of several autoimmune
diseases in members of the same family (12,13) and was
strongly reinforced by the discovery of the role of HLA
alleles in most autoimmune diseases (14) and, later, by
genetics studies in families showing that linkage to
different autoimmune diseases clustered in overlapping
loci (15). Similar findings were also observed in animal
models of autoimmune diseases (16). More recently,
some genetic factors with a shared effect in many of
these diseases have been identified. The most generally
shared is PTPN22, but other examples include STAT4,
the 6q23 locus, and possibly CTLA4 and IRF5 (5–
8,17,18). Now, thanks to genome-wide association stud-
ies, we are beginning to have more comprehensive
knowledge of the genetic component of these diseases.
The identification of more genetic factors will allow us to
determine whether those that are shared by several
diseases are the rule or the exception. As a consequence,
we will make advances in the identification of differen-
tial disease factors.
At the time when this study was planned, the
number of recently identified genetic factors in SLE was
larger than the number of such factors in RA. Therefore,
we examined the role in RA of a representative SNP for
each of 10 recently identified SLE genetic factors:
STAT4 (which is already known to be shared by SLE and
RA), ITGAM, C8orf13–BLK, PXK, TYK2, KIAA1542,
1q25.1, BANK1, MECP2, and LY9 (6). All except LY9
have consistently been associated with SLE (19). How-
ever, only the SNP in STAT4 was associated with RA in
our current comparison of more than 1,600 patients and
1,900 healthy control subjects. A meta-analysis including
previous data led to similar results. Therefore, it seems
that RA does not share most of the new SLE genetic
factors, indicating that the genetic component is a
significant contributor to the different expression of
these 2 diseases.
PATIENTS AND METHODS
Sample collection. We used DNA samples from 1,635
patients with RA and 1,906 healthy control subjects of Spanish
ancestry (281 of the control subjects were previously described
by our group in a study of SLE susceptibility [19]). All patients
with RA met the 1987 revised American College of Rheuma-
tology (formerly, the American Rheumatism Association) clas-
sification criteria (20). The clinical characteristics of the pa-
tients are shown in Table 1. Patients and control subjects gave
written informed consent to participate in the study. Sample
collection was approved by the respective ethics committees.
SNP genotyping. A strongly SLE-associated SNP for
each of 10 recently identified SLE genetic factors was selected
(Table 2). The 10 SNPs were amplified in a single polymerase
chain reaction (PCR) (Qiagen Multiplex PCR Kit; Qiagen,
Chatsworth, CA) with 20 ng of genomic DNA and 0.2 M of
each primer. PCR products were purified by digestion with
exonuclease I (Epicentre Technologies, Madison, WI) and
shrimp alkaline phosphatase (SAP; GE Healthcare, Barcelona,
Spain). Purified PCR products were included in a single-base
Table 1. Clinical characteristics of the 1,635 patients with rheuma-
toid arthritis*
Female sex 75.0
Age at disease onset, median (interquartile range) years 48 (37–57)
Morning stiffness 96.1
Arthritis in 3 joint areas 99.7
Arthritis in hand joints 99.0
Symmetric arthritis 99.3
Rheumatoid nodules (n  1,291) 20.1
Rheumatoid factor (n  1,504) 72.7
Erosions (n  1,502) 70.4
Sicca syndrome (n  903) 14.8
Interstitial pneumonitis (n  1,520) 2.8
Shared epitope carrier (n  594) 54.7
Anti–citrullinated protein antibody positive (n  655) 66.1
* Except where indicated otherwise, values are the percent. When data
were not available for all patients, the number of patients for whom
data were available is shown.
RA GENETIC INDEPENDENCE FROM SLE 2559
Procedimiento experimental y resultados 
171 
extension reaction with the SNaPshot Multiplex Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) and specific probes. After a
second purification with SAP (GE Healthcare), samples were
analyzed in the ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), and genotypes were assigned using GeneMapper
software (Applied Biosystems). (Primer and oligonucleotide
sequences are available from the corresponding author.)
Statistical analysis. Tests for Hardy-Weinberg equili-
brium in control samples were done with Haploview (21), using
a threshold of 0.05, without correction for multiple testing.
Other statistical analyses were done using a customized version
of the Statistica 7.0 program (StatSoft, Tulsa, OK). Compari-
son of cases and controls was done with allele frequency data
using chi-square tests on 2  2 contingency tables. These
analyses were also conducted after stratifying the samples by
sex and available clinical data. Results from the stratified
analyses were subjected to Bonferroni correction. Univariate
logistic regression models were used to test the fit to the data
of additive, recessive, and dominant genetic models. Statistical
power was estimated using “power and sample size calcula-
tions” software (22). Meta-analysis was done with our data and
data from previous reports, using a fixed-effects model with R
software (http://www.r-project.org/). Heterogeneity of the ef-
fect size between studies was assessed with the I2 statistic for
inconsistency and Cochran’s Q statistic. Samples from Hospital
Universitario La Paz and Hospital Clinico San Carlos have
already been used for the analysis of 2 genetic factors included
in this project: BANK1 and STAT4. To avoid data duplication,
we excluded these samples from the relevant analysis.
RESULTS
A total of 1,635 patients with RA and 1,906
control subjects of Spanish ancestry were available for
study. The genotyping call rate across the 10 SNPs was
99.9%, and genotypes in the control subjects were in
Hardy-Weinberg equilibrium.
We observed association of the STAT4 SNP
rs7574865 with RA (odds ratio [OR] 1.14, 95% confi-
dence interval CI 1.0–1.3, P  0.028) but no significant
differences between patients with RA and control sub-
jects for the other 8 autosomal SNPs or for the MECP2
SNP, which is located in the X chromosome and was
analyzed separately in female and male individuals
(Table 2). All genotype comparisons were concordant
with an additive genetic model and gave results similar
to the allele comparisons (results not shown). The power
of these analyses was enough to detect genetic factors
showing an OR between 1.20 for the ITGAM SNP and
1.15 for the LY9 SNP (  0.05 and 1 –   0.80), which
were the SNPs with minimum and maximum power,
respectively.
Analysis was also done after stratification of
samples according to sex and clinical data, which in-
cluded anti–cyclic citrullinated peptide antibodies, rheu-
matoid factor, the shared epitope, rheumatoid nodules,
radiographic changes, sicca symptoms, and interstitial
pneumonitis. Most of these comparisons showed similar
results across strata (detailed data are available from the
corresponding author). The most remarkable difference
was the decreased frequency of the minor allele of
rs13277113 in the C8orf13–BLK locus among patients
with RA and sicca symptoms (14.6% versus 24.2% in
patients without these symptoms [P 0.0005] and versus
22.4% in controls [P  0.003]) (Table 3). These differ-
Table 2. Allele frequencies for the 10 SNPs identifying SLE genetic factors*
SNP (locus)
Minor allele frequency, no. (%)
RA patients Control subjects OR (95% CI)
rs7574865 (STAT4) 665/2,768 (24.0) 784/3,612 (21.7) 1.14 (1.0–1.3)†
rs1143679 (ITGAM) 561/3,264 (17.2) 608/3,808 (16.0) 1.09 (1.0–1.2)
rs13277113 (C8orf13–BLK) 757/3,268 (23.2) 852/3,810 (22.4) 1.05 (0.9–1.2)
rs2304256 (TYK2) 842/3,262 (25.8) 1,025/3,804 (26.9) 0.94 (0.8–1.0)
rs10798269 (1q25.1) 1,042/3,268 (31.9) 1,285/3,812 (33.7) 0.92 (0.8–1.0)
rs4963128 (KIAA1542) 1,013/3,264 (31.0) 1,214/3,812 (31.8) 0.96 (0.9–1.1)
rs6445975 (PXK) 790/3,270 (24.2) 851/3,814 (22.3) 1.11 (1.0–1.2)
rs17266594 (BANK1) 773/2,768 (27.9) 987/3,612 (27.3) 1.03 (0.9–1.2)
rs509749 (LY9) 1,530/3,270 (46.8) 1,777/3,810 (46.6) 1.03 (0.9–1.2)
rs17435 (MECP2)‡
Women 461/2,252 (20.5) 445/2,224 (20.0) 1.05 (0.9–1.2)
Men 71/372 (19.1) 100/622 (16.1) 1.23 (0.9–1.7)
* SLE  systemic lupus erythematosus; RA  rheumatoid arthritis; OR  odds ratio; 95% CI  95%
confidence interval.
† P  0.028.
‡ This single-nucleotide polymorphism (SNP), which is in chromosome X, was assessed by analysis of
allelic frequencies in women and by carrier analysis in men.
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ences remained significant after correction for the num-
ber of tests performed (Table 3). However, this result
should be taken with caution given the small number of
patients in this group (n  134) and association with a
different allele than that in patients with SLE. There
were other differences between strata (Table 3), but they
were significant in the analyses only previous to Bonfer-
roni correction.
Finally, we combined our results with previous
data including data available only as supplementary
information and data imputed from the available geno-
types but not directly tested in previous studies. These
analyses included, at least, an additional data set for all
of the SNPs except MECP2 SNP rs17435 and ITGAM
SNP rs1143679, for which no previous information was
found. The meta-analysis confirmed the results observed
in our sample collection: the one SNP that is clearly
associated with RA is the STAT4 SNP (Table 4), for
which 35,000 subjects have already been studied. Re-
sults for this SNP showed significant heterogeneity of
effects between studies (I2  53.0%, P for Cochran’s Q
statistic [PQ]  0.007) that was not attributable to the
inclusion of our results (I2  53.2%, PQ  0.008). This
heterogeneity prevents a sound estimate of the summary
effect size, but it does not question association of the
STAT4 SNP with RA, because all studies showed an OR
of 1.0 for this SNP. Two other SNPs showed border-
line association with RA: the SNP in the C8orf13–BLK
Table 3. Significant differences in stratified analyses of patients with RA, according to sex and clinical features*
Comparisons between patient strata Comparisons with controls
SNP (locus) MAF, no. (%) OR (95% CI) P Pcorr† OR (95% CI) P Pcorr
rs6445975 (PXK)
Women 541/2,252 (24.0) 1.10 (0.9–1.3) NS NS 1.19 (1.0–1.4) 0.015 NS
Men 168/752 (22.3) 0.87 (0.7–1.1) NS NS
rs13277113 (C8orf13–BLK)
Sicca syndrome 39/268 (14.6) 0.53 (0.4–0.8) 0.0005 0.008 0.59 (0.4–0.8) 0.003 0.04
No sicca syndrome 356/1472 (24.2) 1.11 (1.0–1.3) 0.16 NS
rs509749 (LY9)
Shared epitope 330/650 (50.8) 1.41 (1.1–1.8) 0.003 0.05 1.18 (1.0–1.4) 0.05 NS
No shared epitope 227/538 (42.2) 0.84 (0.7–1.0) 0.05 NS
rs10798269 (1q25.1)
RF positive 673/2,184 (30.8) 0.85 (0.7–1.0) 0.06 NS 0.88 (0.8–1.0) 0.02 NS
RF negative 283/822 (34.4) 1.03 (0.9–1.2) NS NS
rs2304256 (TYK2)
Erosions 565/2,108 (26.8) 1.19 (1.0–1.4) 0.06 NS 0.99 (0.9–1.1) NS NS
No erosions 209/888 (23.5) 0.83 (0.7–1.0) 0.04 NS
* The presence of erosions was defined radiographically. RA  rheumatoid arthritis; SNP  single-nucleotide polymorphism; MAF  minor allele
frequency; OR  odds ratio; 95% CI  95% confidence interval; NS  not significant; RF  rheumatoid factor.
† Bonferroni correction.
Table 4. Combined analysis of allele frequency differences for SLE-associated SNPs obtained in the current and previous studies (including
imputed genotypes) comparing patients with RA and controls*
SNP (locus) No. of RA patients No. of controls OR (95% CI) P Ref.
rs7574865 (STAT4)† 17,565 18,315 1.25 (1.2–1.3) 1.1  1034 31,38–46‡
rs7574865 (STAT4)§ 16,181 16,509 1.26 (1.2–1.3) 2.9  1034 31,38–46‡
rs13277113 (C8orf13–BLK) 3,494 4,562 1.09 (1.0–1.2) 0.03 31
rs2304256 (TYK2) 3,161 2,763 0.94 (0.9–1.0) NS 18
rs10798269 (1q25.1) 5,006 6,694 0.97 (0.9–1.0) NS 31,46
rs4963128 (KIAA1542) 5,014 6,694 1.01 (1.0–1.1) NS 31,46
rs6445975 (PXK) 5,017 6,695 1.06 (1.0–1.1) 0.04 31,46
rs17266594 (BANK1) 3,550 3,960 0.97 (0.9–1.0) NS 37
rs509749 (LY9) 5,014 6,691 1.04 (1.0–1.1) NS 31,46
* SLE  systemic lupus erythematosus; SNPs  single-nucleotide polymorphisms; RA  rheumatoid arthritis; OR  odds ratio; 95% CI  95%
confidence interval; NS  not significant.
† Analysis of heterogeneity between studies was possible only for STAT4, for which significant heterogeneity was observed (I2  53.0%, P for
Cochran’s Q statistic [PQ]  0.007).
‡ Data from refs. 39 and 46 overlap, and only the largest set from ref. 39 was used here.
§ I2  53.2%, PQ  0.008, not including data from the present study.
RA GENETIC INDEPENDENCE FROM SLE 2561
Procedimiento experimental y resultados 
173 
locus for which8,000 subjects have been analyzed (P
0.03) and the SNP in PXK, with data from 11,000
subjects (P  0.04).
DISCUSSION
During the last decades, evidence supporting a
common genetic component for a diversity of auto-
immune diseases has been continuously investigated
(10,11,15,16,23). The genetic factors that were associ-
ated with a certain disease were considered good candi-
dates for the other diseases in the group, and they were
systematically examined. This practice could have intro-
duced a bias supporting the commonality hypothesis,
because extensive investigation of the same factors in
multiple diseases could have led to some associations
just by chance. This is likely in the context of the lack of
reproducibility that until recently characterized genetics
studies of complex diseases (24). Accordingly, conflict-
ing results have been the rule. Nowadays, genetics
studies have achieved a high degree of reproducibility
due to a significant increase in sample size and to more
strict thresholds for claiming association (25). In addi-
tion, association across the genome has been analyzed in
an unbiased manner (25). These developments gave us
the opportunity to address the question of genetic
commonality between RA and SLE with a new set of
solidly established genetic factors.
The results provide evidence against widespread
sharing of genetic factors between RA and SLE. Of the
9 newly examined SLE genetic factors, none was found
to be associated with RA. This lack of association
persisted after a meta-analysis including previous data,
which makes it unlikely that any of the 9 representative
SNPs have an effect in RA similar to that observed in
SLE.
In retrospect, it could be contended that our
findings were expected, given the identification of these
genetic factors in the SLE genome-wide association
study (26–28) and not in the RA genome-wide associa-
tion study (29–31). However, the lack of significant
association in a genome-wide association study does not
mean the lack of any association, because genome-wide
association studies apply strict thresholds for signifi-
cance, and coverage of the different SLE and RA
genome-wide association studies was not identical (i.e.,
only 1 of the 10 SNPs studied here was included in the
largest RA genome-wide association study [31]). In
addition, 3 SLE genetic factors explored here, TYK2
(32), MECP2 (33), and LY9 (34), were not found in the
SLE genome-wide association study (although the first 2
factors have been independently confirmed [19,35]).
Therefore, our specific analysis together with the meta-
analysis including previous data allow for a more con-
clusive assessment that reinforces the SLE specificity of
these genetic factors in relation to RA.
Our study has enough power to detect effect sizes
corresponding to an OR between 1.15 and 1.20 for the
SNPs in autosomes and 1.24 for the MECP2 SNP in
chromosome X. This is in the range of the weakest
detectable effects by analysis of the largest RA sample
collections, such as the North American Rheumatoid
Arthritis Consortium family collection and the Epidemi-
ological Investigation of Rheumatoid Arthritis (36).
Combining our results with those from previous studies
(including imputed data) increased the power. Two
weak association signals with ORs of 1.09 and 1.06 were
detected in the C8orf13–BLK and PXK loci, respectively.
It is therefore possible that SNP effects below these sizes
could have escaped our detection. In this case, the
eventual RA-associated SNPs would be of lower signif-
icance for RA than for SLE disease, in which the
reported ORs for these SNPs have been larger than 1.19,
with the exception of single reports that did not replicate
the LY9 and TYK2 associations (19,35). It is also possible
that different polymorphisms in the same gene are
involved in different diseases, as indicated by a recent
report of association of BANK1 SNPs with RA in a study
that did not show association with the rs17266594 SNP
that we examined here (37).
Another possibility we have addressed is that the
sharing of genetic factors is restricted to specific sub-
groups of patients with RA, perhaps with more similarity
with SLE. This is what happens with polymorphisms in
IRF5 that are associated with SLE and with a not-fully-
defined subgroup of patients with RA (17,18). However,
our analysis did not identify any clear association of this
type. There were some association signals in the strati-
fied analyses, but only differences in the C8orf13–BLK
SNP in patients with sicca syndrome remained signifi-
cant after correction. Unfortunately, no stratified data
were available in previous reports that would allow us to
draw more sound conclusions by increasing statistical
power through meta-analysis.
In summary, the genetic factors in the HLA,
PTPN22, 6q23, IRF5, and STAT4 loci are shared by SLE,
RA, and other immune-mediated diseases (5,6). How-
ever, none of the other 9 recently identified SLE genetic
factors examined here showed association with RA.
These results indicate that the genetic component of
each of these 2 diseases contributes significantly to the
different disease phenotypes. This is an idea that is not
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new but that lacked experimental support (10). The
magnitude of the differential component cannot be
estimated yet, because a large fraction of the heritability
of RA and SLE has not been defined. More precise
estimates will be possible once the causal variants of
each of the genetic factors are identified. It is reasonable
to expect that further genetic research will provide a
clearer definition of what molecules and pathways are
shared or specific in the pathogenesis of RA and SLE,
allowing for better management of these 2 rheumatic
diseases.
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Follow-up case-control study of the TNFAIP3 association 
with Rheumatoid Arthritis: possible role of anti-nuclear 
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Introduction: Recent studies have shown that TNFAIP3 is associated with several 
autoimmune diseases and pointed to a nsSNP, rs2230926, as the causal polymorphism 
in SLE, but not in psoriasis. We aimed to complete analysis of this gene in RA.  
Methods: Five TNFAIP3 SNPs, including the nsSNP associated with SLE and the SNP 
associated with psoriasis, rs610604, and a PERP SLE-associated SNP were analyzed in 
1657 patients with RA and 1638 controls of Spanish ancestry. Data were complemented 
with genotypes for other SNPs previously studied in the same samples. Stratification of 
patients by gender, ACPA, RF, ANA status and by HLA-DRB1 genotypes was done. 
Results: Association was observed with rs610604, but not with SLE associated SNPs or 
haplotypes. However, association with rs610604 differed from the previously reported 
in psoriasis in direction of change. Haplotype analysis and genetic models of association 
indicated that the rs610604 SNP reflects best the association between RA and 
TNFAIP3. ANA status identified differential association of SNPs in the 6q23 region 
better than ACPA status, although both were correlated and the associations reinforced 
in these stratified analyses were unrelated with the described in SLE. 
Conclusions: The association of TNFAIP3 with RA was different from the observed in 
SLE and in psoriasis. Identification of the involved mechanisms will unravel the 
relationships between these autoimmune diseases. In addition, ANA status was the best 
discriminator of differential associations in the 6q23 region. Therefore, ANA status 
could be useful to understand the known genetic heterogeneity of RA patients.




Recent research has uncovered several rheumatoid arthritis (RA) genetic factors that are 
consistently replicated in successive studies [1]. This reproducibility allows for 
experiments aimed to discover molecular mechanisms and therapeutic and clinical 
implications. One of these confirmed RA susceptibility factors is particularly intriguing 
because it has been identified in a region of chromosome 6q23 devoid of genes and 
because it includes variants showing two independent effects [2-4]. These two effects 
are identified by the rs6920220 SNP, which minor allele is associated with increased 
RA susceptibility, and by the rs10499194 SNP (or the rs13207033 SNP), which minor 
allele is associated with RA protection. In addition to these clearly confirmed 
associations, we and others have found evidence for a combined effect of these two 
SNPs in the intergenic locus with SNPs in the tumour necrosis factor- -induced protein 
3 (TNFAIP3) gene, which is 185 kb downstream [5-6]. TNFAIP3 is an important 
protein in the regulation of immune reactions through inhibition of NFkappaB signals at 
multiple levels and, therefore, a good candidate for an important role in RA. In addition, 
association with the polymorphisms in the 6q23 intergenic region, in TNFAIP3 or in 
both has been also observed in systemic lupus erythematosus (SLE) [7-9], psoriasis 
[10], celiac disease [11], type 1 diabetes [12] and juvenile idiopatic arthritis [13-14], 
indicating that genetic variation in this broad 6q23 region influences susceptibility to 
multiple immune-mediated diseases. 
We aimed to clarify the complex genetics of RA in this region by adding to our 
previous analysis [5], which was done with tagSNPs, the most informative SNPs from  
new reports in other diseases and by analysing specific subphenotypes that could be 
shared between them. The SLE studies have been the most exhaustive and rewarding 
because they have found strong association with SNPs at the two loci, the intergenic 
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region and the TNFAIP3 gene, and with a third locus: the PERP gene that is further 207 
Kb downstream from TNFAIP3 [7-9]. In addition, these SLE studies showed strong 
association with a TNFAIP3 nsSNP (rs2230926 or its proxy in our samples, rs5029939) 
[7-9] that was shown to hinder the inhibitory effect of TNFAIP3 on NFkappaB [8]. 
These results make of this nsSNP the most likely TNFAIP3 causal variant in SLE 
susceptibility and suggests a potential mechanism of action. In addition, our new study 
has included other SNPs because psoriasis shows no association with any of the SNPs 
that are associated with SLE in the intergenic region or in the TNFAIP3 locus, but with 
an unlinked intronic SNP, rs610604 [10]. Consequently, we have included in this 
follow-up study of RA the most associated SNP in PERP, rs6922466, and five 
TNFAIP3 SNPs: the nsSNP rs2230926 and two other SNPs strongly associated to SLE 
rs7749323 and rs5029939, the rs610604 SNP associated to psoriasis and a tagSNP, 
rs644340, to cover more completely the locus. In addition, we have explored if 
stratification of patients with RA according to the presence of anti-nuclear antibodies 
(ANA), and SLE-associated HLA-DRB1 alleles allowed to identify subgroups of 
patients with differential association to any of these SNPs. The six SNPs were analyzed 
in 1657 patients with RA and 1638 controls. Results showed association with the 
psoriasis susceptibility SNP in TNFAIP3, but the direction of change was the opposite. 
In addition, there was no association with SLE susceptibility SNPs in TNFAIP3 or in  
PERP. Presence of ANA identified subgroups of patients with differential associations 
in this region, but these associations did not match with the described in SLE. These 
results suggest the possibility that the causal variants in this locus may be different in 
RA, psoriasis and SLE. 
 
MATERIAL AND METHODS 
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DNA samples: Samples used in this study (1657 patients with RA and 1638 controls) 
have already been described [5]. All patients met the revised American College of 
Rheumatology 1987 classification criteria [15]. Participants gave their written informed 
consent and the respective ethical committees approved the study. 
Genotyping: Six SNPs were genotyped in multiplex PCR and single-base extension 
reactions as described [5]. PCR primers and hybridization probes are detailed in 
supplementary table 1. HLA-DRB1 was studied by Sequence Based Typing (SBT) 
using the AlleleSEQR HLA-DRB1 Typing kit (Abbott, Germany), which includes a 
single PCR amplification for all the alleles of the second exon of DRB1 and 
bidirectional sequencing. Samples with ambiguous genotypes due to the impossible 
discrimination between combinations of different pairs of alleles were additionally 
sequenced with group-specific primers (AlleleSEQR HLA-DRB1 GSSP, Abbott, 
Germany). Some samples required additional disambiguation based on a large excess in 
the frequency of one of the allele combinations over the alternative in our Spanish 
sample. 
Statistical analysis: Quality control, comparison of allele and genotype frequency data, 
conditional logistic regression, haplotype analysis and statistical power estimation were 
carried out as described [5]. Data from our previous study on this region was included 
in the conditional and haplotype analyses. 
 
RESULTS 
The five TNFAIP3 SNPs and one PERP SNP were genotyped with a 99.9 % call rate 
and were in accordance with Hardy-Weinberg equilibrium in controls. Comparison of 
allele frequencies between the 1657 patients with RA and the 1638 controls showed 
weak significant differences only in two SNPs: rs610604 and rs644340 (O.R. = 0.89 
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and 0.90, respectively; Table 1) that are, respectively, the SNP associated with psoriasis 
and the tagSNP included to complete coverage of the locus. Both showed a modest 
protective effect of their minor allele. No association was observed with any of the other 
three TNFAIP3 SNPs that are the most associated in SLE studies (Table 1). As these 
three SLE susceptibility SNPs have  minor allele frequencies below 5 %, the power of 
these analyses could be a matter of concern. However, it was possible to exclude with 
great confidence a similar effect than the reported in SLE (power > 99.9 % to detect an 
effect of O.R. = 2.0 with p < 0.001). This is consequence of the large size of our study 
and the considerable magnitude of the effects reported in SLE (O.R.  2.0)[7-9]. In 
addition, the PERP rs6922466 SNP did not show allele differences between patients 
with RA and controls in our study. Again, power of our study was enough (> 90 % for p 
< 0.001) to detect an effect as large as the reported in SLE (O.R. = 0.77)[8]. Genotype 
analyses yielded similar results (not shown). 
Integration of these and our previous results showed that rs610604 was the TNFAIP3 
SNP most strongly associated with RA. However, it was in tight LD with other two 
associated SNPs, rs582757 and rs644340, and their individual effects were redundant by 
conditional logistic regression analysis (not shown). That is, association with any of the 
three SNPs disappeared when any of the other two was included in a multilocus model. 
These results suggest that there is a single causal polymorphism in TNFAIP3 for the RA 
association.  
Analysis of TNFAIP3 haplotypes with the ten SNPs (five from our previous report, and 
five from this study) showed no difference between cases and controls (Table 2). In 
contrast, the SLE associated haplotype defined by the rare allele of rs7749323 was not 
associated with RA. We also combined the enlarged data from the TNFAIP3 locus with 
our results from the 6q23 intergenic locus [5]. As could be expected by the redundancy 
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between rs582757, rs610604 and rs644340, any of these three SNPs was present in the 
best regression logistic models together with SNPs of the intergenic locus (not shown). 
These models showed association with RA in both the 6q23 intergenic region and in the 
TNFAIP3 locus through epistasis or interdependence of their effects. No contribution 
from the newly studied SNPs in TNFAIP3 or in PERP was found. Therefore, none of 
the analyses performed, single SNP, haplotype or multilocus, have provided new 
independent associations or new interactions over the already described. 
Given the discrepant associations between SLE and RA in the TNFAIP3 locus we were 
specially interested in analyzing RA subphenotypes, with particular interest in patients 
with SLE-like characteristics (clinical features are shown in supplementary table 2). In 
our previous analyses we stratified by gender, ACPA and RF status and we detected 
associations between women and ACPA positive patients and SNPs of the intergenic 
locus, but none with SNPs of the TNFAIP3 locus. Similarly, none of the new SNPs was 
differentially associated when stratified by these three clinical variables (not shown). In 
addition, we have analyzed all the SNPs after stratification by the presence of ANA, the 
shared epitope and SLE-associated HLA-DRB1 alleles (*0301, *1501 and *0801). 
Stratification by ANA status identified markedly different subgroups of patients 
regarding association with the intergenic and the TNFAIP3 loci. There were 5 SNPs 
with different frequencies between ANA positive and ANA negative patients (Table 3). 
In addition, 4 SNPs were different between ANA positive patients and controls, and 2 
between ANA negative patients and controls. Surprisingly, none of the three TNFAIP3 
SNPs associated with SLE, rs2230926, rs7749323 and rs5029939, were significantly 
influenced by stratification according to ANA status. Conditional analysis showed that 
the 4 SNPs different in ANA positive patients were explained by rs13207033, which 
showed the most marked difference with controls. This SNP was associated only with 
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the RA patients that were ANA positive in our collection of samples (Table 3). On the 
other side, the two SNPs that were specially associated with the ANA negative 
subgroup of patients were redundant, although rs610604 explained better the association 
in conditional analysis than rs11970361 (not shown). This SNP, which explained all 
association in the TNFAIP3 locus, was only associated in the ANA negative subgroup, 
with no difference between the ANA positive patients and the controls (Table 3). None 
of the stratifications on HLA alleles identified any differential association in the two 
loci (not shown). 
The marked effect of ANA status motivated us to test if the ANA positive patients were 
different from the ANA negative ones in the presence of ACPA, RF, SE alleles and SLE 
associated HLA-DRB1 alleles (Table 4). The comparisons showed that ANA positive 
patients were similar to the ANA negative patients in all these features except in the 
presence of RF that was more common among the ANA positive subjects. Therefore, 
there was not any indication to suspect of the classification as RA of the ANA positive 
patients.   
Our previous analyses have showed that  association of rs13207033 was restricted to 
ACPA positive patients. Therefore, we checked how the two subgroups of antibody 
positive patients were related. Most ANA positive patients were also ACPA positive 
(66.2 %, Table 4), but association was not different in the ANA positive patients that 
were ACPA negative and in the positive for the two autoantibodies (O.R. = 0.67 vs 
0.74, respectively). Therefore, the ANA status had a more marked effect in association 
with this SNP than the ACPA status and was able to explain it entirely.  
 
DISCUSION 
Our follow-up study has not identified any new independent association with RA in the 
TNFAIP3 locus or in the PERP gene. This indicates that although association in this 
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region of chromosome 6q23 is complex, it could be tractable. In addition, our study has 
helped to clarify it by showing that the pattern of association with RA in TNFAIP3 does 
not resemble SLE or psoriasis. The most associated SNP was rs610604, as described in 
psoriasis, but the risk alleles were the opposite. The rare allele has been described as 
associated with increased risk in psoriasis, but it was associated with protection in RA. 
In addition, the SLE susceptibility SNPs were not associated with RA. This lack of 
association of the SLE SNPs was observed in spite of a very good power for a similar 
effect. Also psoriasis has been found to lack association with the SLE SNPs in 
TNFAIP3. This pattern is important because suggests that association of the TNFAIP3 
locus with several diseases cannot be assumed to be due to the same polymorphism and 
mechanisms. However, these results require replication in independent studies given the 
weak association in the locus we have found and lack of concordance with the results of 
two recent studies that showed association of RA with the SLE-associated rs2230926, 
weak in a UK study (P = 0.03, O.R. = 1.21)[6] and stronger in the Japanese (P = 2.6 x 
10-5, O.R. = 1.35)[16] .  
The type of comparative analysis between different autoimmune diseases is important 
because these diseases share multiple characteristics, but they also have distinctive 
features and their identification can be very useful to understand the possibilities and 
limitations of transferring knowledge and treatments. The commonality of genetic 
factors between autoimmune diseases is supported by multiple shared associations. In 
the case of RA and SLE, there is clear evidence of a set of loci that are shared. They 
include PTPN22, STAT4, the 6q23 intergenic locus, C8orf13–BLK and PXK, and, 
probably, IRF5 and CTLA4 [17-18]. Other associations seem to be specific either of 
SLE, as the ITGAM or IRAK1-MECP2 loci, or of RA, as the C5-TRAF1 locus. 
Association with HLA-DRB1 is peculiar as it involves different alleles in RA and in 
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SLE. As mentioned, our results suggest that association with TNFAIP3 will be of this 
type too, present in the two diseases but with different alleles. The genetic relationship 
between RA and psoriasis is less clear. They do not share any of the clearly 
demonstrated susceptibility loci, not even PTPN22. An apparent exception could have 
been association with the TNFAIP3 locus (psoriasis does not show association with 
SNPs in the 6q23 intergenic locus) [10], but the same variant showed opposed effects in 
our RA patients than the described in psoriasis.  
Heterogeneity in the association with the 6q23 region has also been observed within the 
patients with RA since the first reports [2-6, 16]. It seems that one of the two 
independent associations in the intergenic 6q23 locus, identified by rs13207033 or 
rs10499194, is predominant in patients with ACPA [3, 5, 16]. Now, we have found that 
it was also more marked in patients with ANA. In fact, the presence of ANA was able to 
account for the effect of ACPA status in this association in spite of identifying a much 
smaller fraction of the patients. In addition, ANA status was differentially associated 
with SNPs in the TNFAIP3 locus, but not with the SLE-associated SNPs in this locus, as 
could have been expected. These results are intriguing because they suggest that the 
presence of ANA is a possible marker of as subgroup of RA patients and because they 
add to the evidence of heterogeneous effects of genetic variation in the 6q23 region. 
However, these resutls should be interpreted with caution because not all reports are 
concordant in the relationship between ACPA subphenotypes and SNPs in the region 
[6], and because there were limitations in our stratification on ANA. These limitations 
include the performance of multiple comparisons between subgroups of patients, lack of 
ANA data for a fraction of the patients and assessment of ANA status at different times 
in the evolution of RA. Specifically, some of the ANA data were obtained after 
treatment with TNF antagonists, which is known to induce production of these 
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autoantibodies [19]. On the contrary, we do not find reasons to doubt of the 
classification of the ANA positive patients as genuine RA: apart from being classified 
as RA on clinical grounds their frequencies of ACPA, RF and SE were typical of RA. 
 
CONCLUSIONS 
In summary, this follow-up study indicates that only three association signals in the 
6q23 region contribute to RA susceptibility: two in the intergenic locus and one in 
TNFAIP3, as previously reported [6, 17]. Participation of the SLE-associated SNP in 
PERP was excluded. Results also suggest that the association in TNFAIP3 is different 
from the described in SLE and in psoriasis, although this result will require 
confirmation. Our study also highlights the possibility that ANA status could be useful 
in stratifying RA patients because it identified differential patterns of association in the 
two 6q23 loci. 
 
ABBREVIATIONS 
TNFAIP3: tumour necrosis factor- -induced protein 3 
RA: rheumatoid arthritis 
SLE: systemic lupus erythematosus 
OR: odds ratio 
CI: confidence interval 
MAF: minor allele frequency 
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Table 1. Comparison of the minor allele frequencies of the five TNAFIP3 and the PERP 
SNPs between RA cases and controls 
 MAF % (n/N) a   
SNP RA patients Controls O.R. (95% C.I.) b P 
TNFAIP3     
rs2230926 4.9 (161/3312) 4.5 (147/3274) 1.09 (0.9-1.4) ns c 
rs5029939 4.8 (158/3308) 4.5 (147/3274) 1.07 (0.8-1.3) ns 
rs610604 31.6 (1045/3308) 34.3 (1122/3272) 0.89 (0.8-1.0) 0.020 
rs644340 35.7 (1184/3314) 38.3 (1253/3272) 0.90 (0.8-1.0) 0.031 
rs7749323 2.7 (89/3314) 2.4 (77/3274) 1.15 (0.8-1.6) ns 
PERP     
rs6922466 26.3 (871/3310) 27.7 (906/3274) 0.93 (0.8-1.0) ns 
 
a MAF = Minor Allele Frequency, n = number of minor alleles, N = total number of alleles 
b O.R. = Odds Ratio, C.I. = Confidence Interval 
c ns = not significant 
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Table 2. Comparison of the TNFAIP3 haplotype frequencies between patients with RA 
and controls 
Alleles at each SNP   





T C G C T T A A G G 1150 (35.1%) 1250 (37.7%) 
C C G C T T A A G G 843 (25.7%) 837 (25.3%) 
T C G C T C G G G G 453 (13.8%) 417 (12.6%) 
T C G C T C G G A G 421 (12.9%) 391 (11.8%) 
T T C C T T G G G G 178 ( 5.4%) 166 ( 5.0%) 
T C C G G T A G G A 72 ( 2.2%) 88 ( 2.7%) 
T C C G G T G G G G 46 ( 1.4%) 41 ( 1.2%) 
T C C G G T A G G G 23 ( 0.7%) 29 ( 0.9%) 
Other haplotypes 90 (2.7%) 95 (2.9%) 
Total 3276 (100%) 3314 (100%) 
 
a Corresponding SNPs: 1: rs600144; 2: rs11970361; 3: rs11970411; 4: rs5029939; 5: rs2230926; 6: 
rs582757 ; 7: rs610604 ; 8: rs644340 ; 9: rs17780429; 10: rs7749323 
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Table 4. Comparison of the frequency of RA or SLE distinctive characteristics between 
ANA positive and negative patients 
 ANA % (n/N)a 
 
 
 positive  negative 
 
P 
ACPA + 66.2 (151/228)  59.5 (353/593) 
 
0.08 
RF + 78.7 (166/211)  63.0 (349/554) 
 
0.00003 
SE + 44.4 (40/90)  54.2 (212/391) 
 
0.09 




a n = number of subjects with the characteristic; N = total number of available subjects with complete 
information  
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Table 2. Clinical characteristics of the patients with RA included in the study 
Clinical characteristic (scale) Value Available data 
Female (%) 75.0 1509 
Age of disease onset (median, IQR) 48, 38-58 1460 
Morning stiffness (%) 96.0 1441 
Arthritis of 3 or more joint areas (%) 99.7 1441 
Arthritis of hand joints (%) 99.3 1441 
Symmetric arthritis (%) 99.0 1441 
Rheumatoid nodules (%) 20.2 1301 
Rheumatoid factor (%) 72.7 1546 
Erosions (%) 70.3 1530 
S. Sicca (%) 8.8 1533 
Interstitial pneumonitis (%) 2.8 1533 
Shared epitope (carrier %) 54.3 610 
ACPA (%) 66.3 671 
ANA (%) 27.8 825 
*0301/*0501/*0801 (carrier %) 27.1 546 
  
 
































El LES es una enfermedad de etiología compleja en la que el componente 
genético juega un papel importante, como se ha visto en estudios de agregación 
familiar y de gemelos (Lawrence JS y col., 1987; Wandstrat A y col., 2001; 
Deapen D y col., 1992). El HLA fue uno de los primeros factores genéticos de 
susceptibilidad al LES confirmados. Sin embargo, su contribución es menor que 
en otras enfermedades autoinmunes, como la AR. También se ha demostrado la 
asociación con LES de IRF5, aunque la complejidad de los efectos descubiertos 
no ha permitido todavía esclarecer su papel en la enfermedad. Otras variantes de 
susceptibilidad al LES conocidas desde hace años son los factores del 
complemento C1q, C2 y C4, los receptores de baja afinidad para la IgG y el 
inmunomodulador PTPN22. En los últimos años, los avances en la tecnología 
de genotipado han permitido analizar una gran cantidad de SNPs en un gran 
número de muestras. En 2008 se han publicado 4 GWAS en LES que han dado 
a conocer un número considerable de nuevas variantes de susceptibilidad (Hom 
G y col., 2008, SLEGEN y col., 2008, Kozyrev SV y col., 2008 y Graham RR y 
col., 2008): ITGAM, KIAA1542, PXK, 1q25.1, C8orf13-BLK, TNFAIP3 y 
BANK1. A la vez, estudios de asociación de genes candidato han sugerido la 
implicación en el LES de otros genes, como TNFSF4 (Cunninghame Graham 
DS y col., 2008a), MECP2-IRAK1 (Jacob CO y col., 2009; Sawalha AH y col., 
2008) y LY9 (Cunninghame Graham DS y col., 2008b). La consolidación de 
estas asociaciones necesita de estudios de replicación. Así, uno de los objetivos 
de este trabajo ha sido confirmar las nuevas señales de asociación en una 
cohorte independiente de muestras de LES. Se seleccionaron para ello 10 SNPs 
representativos de 10 factores genéticos (ITGAM, KIAA1542, PXK, 1q25.1, 
C8orf13-BLK, STAT4, TYK2, LY9, MECP2 y BANK1). Los resultados obtenidos 
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confirmaron la asociación con el LES de todos estos factores genéticos, excepto 
LY9. Para 6 de ellos (PXK, 1q25.1, C8orf13-BLK, TYK2, MECP2 y BANK1) 
esta confirmación fue importante ya que sólo se habían visto asociados en un 
único estudio o mostraban una asociación inconsistente. 
También se trató de confirmar la existencia de una interacción epistática 
entre IRF5 y TYK2 (Hellquist A y col., 2009), ya que se ha sugerido que parte 
de la heredabilidad no explicada podría deberse a la interacción entre factores 
genéticos. Para ello se utilizó la comparación de los modelos de regresión 
logística con y sin el término de interacción y el análisis con el software 
LRASSOC, que también compara modelos con y sin interacción. Los resultados 
obtenidos no confirmaron la epistasis entre estos dos factores genéticos, 
indicando su contribución independiente a la susceptibilidad al LES. 
PDCD1 fue el primer factor de susceptibilidad al LES identificado a 
partir de estudios de ligamiento. Sin embargo, las publicaciones posteriores han 
presentado resultados controvertidos. El polimorfismo más estudiado ha sido el 
SNP PD1.3, debido a su localización en una región con posible función de 
enhancer (Prokunina L y col., 2002). Con el objetivo de explorar la 
funcionalidad de PD1.3 se llevaron a cabo ensayos EMSA y de gen reporter. 
Los resultados obtenidos no indicaron un papel funcional para este SNP. 
También se buscó una explicación a la heterogeneidad clínica del LES 
desde dos perspectivas que tienen en cuenta el componente genético. Por un 
lado, se evaluó la influencia de los SNPs confirmados de susceptibilidad al LES 
en la prevalencia de 11 variables clínicas: 10 fenotipos definidos por los 
criterios de clasificación de la ACR (excepto los ANAs) y la edad de inicio de 
la enfermedad. Se encontraron asociaciones de alelos de susceptibilidad con 
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variables clínicas, aunque éstas fueron débiles. Por otra parte, se trató de buscar  
si existía una correlación entre las manifestaciones clínicas y la ascendencia 
noreuropea o sureuropea de los pacientes. Los resultados confirmaron una 
mayor frecuencia de fotosensibilidad en el norte y de artritis en el sur, 
sugiriendo una influencia modesta del fondo genético de estas dos 
subpoblaciones de europeos en la variabilidad clínica del LES. 
Finalmente, se evaluó, mediante un estudio de asociación caso-control, si 
los nuevos loci de susceptibilidad al LES se encontraban asociados con AR, 
debido a que diversas observaciones sugieren que estas dos enfermedades 
comparten una fracción de su componente genético. Los resultados mostraron 
que STAT4 es el único factor claramente compartido por ambas enfermedades, 
aunque la combinación de datos con estudios previos también sugerían un 
efecto modesto de los SNPs de C8orf13-BLK y PXK. Por otra parte, la región 
6q23 también se había identificado en AR y LES (Wellcome Trust Case Control 
Consortium, 2007; Plenge RM y col., 2007b; Dieguez-Gonzalez R y col., 2009; 
Musone SL y col., 2008; Graham RR y col., 2008), aunque las señales de 
asociación no coincidían exactamente. Un nuevo estudio del locus TNFAIP3 en 
AR mostró que las señales de asociación no coincidían con las publicadas en 
LES. 
1.1. Confirmación de factores de susceptibilidad al LES 
Cuando un gen se encuentra por primera vez asociado a una enfermedad 
o su asociación no está clara debido a resultados inconsistentes, son necesarios 
los estudios de replicación. De esta forma es posible descartar asociaciones 
debidas al azar o a factores subyacentes no detectados. En este sentido, nuestro 
objetivo ha sido el de contribuir a la definición de los factores genéticos de 
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susceptibilidad al LES. Así, se estudiaron los 10 loci siguientes: ITGAM, STAT4, 
C8orf13-BLK, BANK1, PXK, KIAA1542, 1q25.1, MECP2, LY9 y TYK2. La 
selección de un SNP en cada uno de estos loci se hizo en función de su fuerte 
asociación con LES o su posible papel funcional. 
Los resultados de este análisis fueron importantes ya que confirmaron de 
forma clara la asociación de 9 de los 10 SNPs estudiados, mostrando el mismo 
alelo de susceptibilidad que el publicado con anterioridad. Los resultados más 
destacables fueron la confirmación de la asociación de TYK2, que hasta el 
momento ha sido controvertida; la asociación de MECP2, del que sólo había un 
estudio publicado en ese momento; y la asociación de 1q25.1, PXK, BANK1 y 
KIAA1542, que sólo habían sido identificados en un GWAS. Sin embargo, no se 
confirmó la asociación de LY9 con LES, a pesar de que el estudio tenía potencia 
estadística suficiente para replicar esta señal. Tampoco los GWAS observaron 
una señal en este locus. Los otros tres genes de susceptibilidad estudiados 
(ITGAM, STAT4 y C8orf13-BLK) también fueron replicados y mostraron las 
ORs más fuertes. Esto explicaría que estas señales hayan sido confirmadas de 
forma más consistente. 
El análisis de estos SNPs se llevó a cabo mediante la aproximación de 
Mantel-Haenszel, ya que las colecciones de muestras utilizadas proceden de 
distintos centros europeos. Esta aproximación combina los efectos del SNP en 
las distintas colecciones de casos y controles, permitiendo que exista 
heterogeneidad en frecuencias alélicas. La heterogeneidad de efectos entre las 
colecciones de muestras se evalúa con el  análisis de Breslow-Day. Una P < 
0.05 en este test indicaría que alguna colección tiene un efecto extremo, por lo 
que tendríamos que excluirla del análisis global. Los resultados obtenidos no 
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mostraron problemas de heterogeneidad para ninguno de los SNPs, por lo que la 
agrupación de las distintas colecciones resultó apropiada. 
El nsSNP rs2304256 de TYK2 se localiza en el exón 8 del gen, donde 
introduce un cambio de valina por fenilalanina en el dominio JH4. Este dominio 
es crucial no sólo para la interacción de TYK2 con el receptor de IFNα, 
IFNAR1 (Richter MF y col., 1998), sino también para la expresión de IFNAR1 
en las membranas celulares (Ragimbeau J y col., 2003). Sin embargo, todavía 
no se ha evaluado el posible efecto del nsSNP en estas funciones de TYK2. Este 
SNP fue el más asociado en un estudio de ligamiento y de asociación caso-
control de familias escandinavas (Sigurdsson S y col., 2005), pero no se 
encontró asociado en otro estudio con familias inglesas (Cunninghame Graham 
DSy col., 2007a). Sin embargo, en este segundo estudio se encontró asociación 
con un SNP del intrón 7 de TYK2 (rs12720270) que, a su vez, no estaba 
asociado en el estudio de las familias escandinavas (Sigurdsson S y col., 2005). 
A pesar de que en estos estudios específicos se observan señales de asociación 
en TYK2, éstas no aparecen en los GWAS. Así, el GWAS del SLEGEN excluyó 
la asociación de rs12720270 (SLEGEN y col., 2008). En este contexto en que se 
observan discrepancias en las señales de susceptibilidad y ausencia de 
asociación en los GWAS, es donde la importancia de nuestros resultados se 
pone de manifiesto al confirmar la asociación del nsSNP. Además, combinando 
los resultados de los distintos estudios se observó una asociación clara de 
rs2304256 con LES que pasa el umbral de significación de los GWAS (P = 2.1 
x 10-11). Con posterioridad a nuestro trabajo, rs2304256 y rs12720270 también 
mostraron asociación con LES en un pequeño estudio en finlandeses (Hellquist 
A y col., 2009) contribuyendo a la confirmación de TYK2 como factor de 
susceptibilidad. 
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La función de la proteína TYK2 está relacionada con las rutas de 
señalización celular. Así, TYK2 es una quinasa de tirosina de la familia Janus 
que se encuentra unida al dominio citoplasmático de receptores de citocinas, 
mediando la activación de éstos por sus ligandos. Una vez activada, TYK2 
fosforila el receptor al que está unida creando sitios de unión para STATs, que 
desencadenan la expresión de genes de varias rutas (Yamaoka K y col., 2004). 
Las rutas en las que se ha visto implicado TYK2 son la del IFN tipo I, IL6, IL10, 
IL12 e IL23. De modo que la deficiencia de TYK2 en ratones lleva a la 
alteración de estas rutas y, en consecuencia, a una diferenciación defectuosa de 
las células Th1 y acelerada de las Th2 (Minegishi Y y col., 2006). 
Investigaciones futuras indicarán cuál de estas rutas es la responsable de que el 
alelo de riesgo de TYK2 aumente la susceptibilidad a LES. 
La asociación de TYK2 fue descubierta en un estudio de genes que 
participan en la ruta del IFN de tipo I, en el que también se descubrió la 
asociación de IRF5 con el LES (Sigursson S y col., 2005). Una publicación 
reciente observó evidencias de interacción epistática entre TYK2 e IRF5 
(Hellquist A y col., 2009). Sin embargo, con nuestros datos no se replicó esta 
interacción entre SNPs de TYK2 (rs2304256) e IRF5 (rs10954213, rs10488631, 
rs729302) asociados al LES. Por tanto, mientras que otros estudios genéticos o 
funcionales no apoyen la epistasis, no está claro si estos dos factores 
interaccionan en la misma ruta para conferir una mayor susceptibilidad al LES o 
si su aportación a la susceptibilidad es por rutas independientes. 
Otra contribución importante del presente estudio fue la confirmación de 
la asociación de MECP2. Por una parte, la asociación encontrada en mujeres 
(OR = 1.26) es muy similar a la publicada también en mujeres de población 
europeo-americana por Sawalha y col. (OR = 1.29) (Sawalha AH y col., 2008). 
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Este resultado proporciona una confirmación necesaria ya que no hay señales de 
asociación con este gen en los GWAS. Otro estudio posterior también ayudó a 
reforzar este resultado positivo (Webb R y col., 2009). Las dos razones por las 
que Sawalha y col. consideraron este gen como posible factor de susceptibilidad 
al LES fueron su localización en el cromosoma X y su participación en la 
metilación del ADN (Sawalha AH y col., 2008). Esta función podría tener un 
papel en el LES porque los genes sensibles a metilación sufren una regulación 
anormal en pacientes con esta enfermedad y la proteína que codifica MECP2 se 
une de forma específica a secuencias metiladas del ADN reprimiendo la 
expresión de los genes que regulan (Klose RJ y col., 2006). Sin embargo, 
MECP2 también se une a regiones no metiladas y está asociado con genes que 
se transcriben de forma activa (Chahrour M y col., 2008). Por tanto, su papel no 
sería específicamente de silenciamiento génico sino, más bien, de regulación de 
la transcripción. Por otro lado, Sawalha y col. propusieron que la localización 
de MECP2 en el cromosoma X podría explicar el predominio del LES en 
mujeres (Sawalha AH y col., 2008). No obstante, MECP2 también está asociado 
a LES en hombres, como muestran nuestros resultados. La OR es incluso más 
fuerte en hombres (1.82) que en mujeres (1.26), lo que cuestiona la hipótesis de 
que este gen contribuye a una mayor prevalencia de LES en mujeres. Esto no 
sería sorprendente considerando que MECP2 no se expresa en el cromosoma X 
inactivado de las mujeres (D’Esposito M y col., 1996), lo que implicaría que los 
niveles de expresión en ambos sexos serían equivalentes. 
No se ha determinado ningún papel funcional para los SNPs asociados en 
MECP2 y no está claro si el polimorfismo causal afecta a MECP2 o a un gen 
cercano y en LD, llamado IRAK1. Este segundo gen podría ser un buen 
candidato ya que codifica para un mediador clave en las rutas de señalización de 
los receptores TLR/IL1R. Además, SNPs en IRAK1 han mostrado asociación 
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más fuerte que los de MECP2 (OR > 1.5) (Gateva V y col., 2009; Jacob CO y 
col., 2009). Así pues, es importante que estudios futuros traten de determinar 
cuál de estos dos genes es el responsable del efecto causal. Después de esto, 
todavía quedaría identificar el SNP funcional. 
Los SNPs rs10798269 en el locus 1q25.1,  rs4963128 en KIAA1542 y 
rs6445975 en PXK habían sido hallados en un solo GWAS con valores de P por 
debajo de 2 x 10-7 (SLEGEN y col., 2008) y no fueron confirmados en ningún 
otro artículo. De ahí la importancia de la confirmación observada en nuestro 
estudio con efectos similares a los publicados (OR = 0.81 vs 0.82, 0.84 vs 0.78 
y 1.19 vs 1.25, respectivamente). Cabe destacar que ninguno de estos 3 
polimorfismos se puede relacionar de forma clara con un posible efecto en la 
patogenia del LES. El locus 1q25.1 se localiza en un intervalo ligado al LES, 
aunque está lejos de cualquier transcrito conocido. Una relación interesante 
existe entre el SNP asociado, rs10798269, y otro gen asociado en un estudio 
previo, TNFSF4, ya que sólo se encuentra a 130 kb (Graham DS y col., 2008). 
De forma que es posible que la señal identificada como correspondiente a 
1q25.1 se deba a este último gen. Una situación similar ocurre con KIAA1542, 
que está a unas 20 kb del gen IRF7 y en LD con él. La asociación del primero 
puede estar relacionada con la función del segundo como regulador de la 
expresión de genes de IFN tipo I (SLEGEN y col., 2008) De hecho, 
recientemente, se ha observado que variantes genéticas de la región KIAA1542-
IRF7, en combinación con autoanticuerpos característicos del LES, están 
asociadas con altos niveles de IFNα en suero (Salloum R y col., 2010). Por 
último, el SNP rs6445975 se localiza en el intrón 5 de PXK. Este gen se expresa 
en una amplia variedad de tejidos, pero poco se sabe de su función. Sólo se 
conoce que el dominio homólogo a phox se une de manera específica a 
fosfatidilinositol 3-fosfato, induciendo la internalización de proteínas en los 
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endosomas para su degradación (Takeuchi H y col., 2010). Por tanto, la 
replicación de estas 3 asociaciones aumenta la necesidad de identificar el 
polimorfismo causal de cada uno de ellos e investigar sus efectos funcionales. 
El SNP rs17266594 en BANK1 fue otro polimorfismo que se encontró 
asociado significativamente y que sólo había sido identificado previamente en 
un único GWAS (Kozyrev SV y col., 2008). El GWAS en el que se descubrió 
era de baja resolución e incluyó la replicación en una segunda colección de 
muestras europeas. El SNP rs17266594 fue el más asociado, aunque hay otros 2 
posibles SNPs funcionales que también estaban asociados. Nuestros resultados 
proporcionaron una replicación independiente de dicho SNP, aunque con un 
efecto ligeramente más modesto (OR = 0.83 vs 0.70). Este SNP podría ser por sí 
mismo el polimorfismo causal, ya que parece alterar la eficiencia del splicing de 
BANK1. Las isoformas alternativas se caracterizan por la pérdida del exón 2 que 
codifica para el dominio de unión a IP3R. Pero no ha sido posible discernir entre 
los 3 SNPs funcionales asociados porque están en fuerte LD. 
BANK1 codifica para una proteína estructural de células B con 
repeticiones de anquirina. Esta proteína estaría implicada en la señalización 
mediada por el BCR, pero no está claro si ejerce un papel estimulador o 
inhibidor de la activación de las células B (Yokoyama K y col., 2002; Aiba Y y 
col., 2006). Puede que su efecto dependa de la interacción con otras proteínas de 
forma que sean estas interacciones las que determinen el papel o la eficacia de 
BANK1 en la ruta de señalización. Una de estas interacciones está detrás de uno 
de los ejemplos más claros de epistasis identificados en enfermedades 
complejas y consiste en la interacción epistática entre BANK1 y BLK 
(Castillejo-Lopez C y col., 2009). Además, esta epistasis está apoyada por 
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evidencias de interacción física (co-immunoprecipitación y co-localización en 
un modelo celular in vitro) entre las dos proteínas y también con IP3R. 
El único SNP cuya asociación no se confirmó en nuestro estudio fue 
rs509749 en LY9. Este gen se encuentra en 1q23, uno de los locus descritos de 
forma más consistente en los estudios de ligamiento de LES (y su región 
sinténica en los estudios de ratones) (Kelly JA y col., 2002). La función de LY9 
en el sistema inmune consiste en mediar la adhesión entre células T, en cuya 
membrana se expresa, y CPAs. En un estudio basado en familias inglesas y 
canadienses, el SNP rs509749 mostró la asociación más fuerte de la región 1q23, 
pudiendo explicar el ligamiento de ésta con el LES (Cunninghame Graham DS 
y col., 2008b). Este SNP es no sinónimo y tiene un impacto predecible en la 
función de la proteína al alterar su dominio de unión a SAP/SH2D1a, implicada 
en rutas de señalización de células T. Esta evidencia funcional hacía de este 
polimorfismo un buen candidato para incluir en nuestro estudio de replicación, a 
pesar de que el nivel de significación era notablemente más bajo que el 
encontrado para los otros 9 SNPs estudiados (P = 0.002). Esto muestra la 
dificultad de replicar asociaciones genéticas con valores de P altos. 
Los tres factores genéticos restantes (ITGAM, STAT4 y C8orf13-BLK) 
son los que tenían asociaciones más sólidas y que además ya habían sido 
confirmadas en uno o más estudios previos. El más asociado fue ITGAM (OR = 
1.70), que se había observado previamente en tres estudios (SLEGEN y col., 
2008; Hom G y col., 2008; Nath SK y col., 2008). El SNP que se seleccionó 
(rs1143679) fue el de menor P en uno de dichos estudios (donde presentó un 
efecto muy similar al observado aquí, OR = 1.74) (Nath SK y col., 2008). Éste 
es un nsSNP y se ha hipotetizado que podría alterar la interacción de ITGAM 
con sus ligandos, aunque aún no existe ninguna evidencia de ello. ITGAM 
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codifica para una integrina que se une a una amplia variedad de ligandos (Ehlers 
MR y col., 2000). Esta molécula media la adhesión leucocitaria, la 
trasmigración a través del endotelio y la fagocitosis de moléculas opsonizadas 
con C3bi. Esta última función es importante para la eliminación de células 
apoptóticas por los macrófagos (Mevorach D y col., 1998), proceso defectuoso 
en pacientes con LES (Ren Y y col., 2003) que, por tanto, podría contribuir a la 
patogenia de la enfermedad (Casciola-Rosen LA y col., 1994). 
El SNP rs7574865, en el tercer intrón de STAT4, mostró la segunda 
asociación más fuerte con LES (OR = 1.62). Además, es uno de los SNPs de 
susceptibilidad más claramente establecidos por estudios previos (SLEGEN y 
col., 2008; Hom G y col., 2008; Remmers EF y col., 2007; Kobayshi S y col., 
2008; Palomino-Morales RJ y col., 2008; Sigurdsson S y col., 2008b; Taylor KE 
y col., 2008). Este SNP es sólo uno entre varios SNPs altamente 
correlacionados, que forman un haplotipo asociado con LES (Remmers EF y 
col., 2008; Sigurdsson S y col., 2008b; Taylor KE y col., 2008). Sin embargo, no 
se ha identificado ningún polimorfismo funcional en este locus. Sólo se observó 
la relación de rs7574865 con una mayor expresión de STAT4 en osteoblastos 
(Sigurdsson S y col., 2008b). Por otra parte, se ha mostrado asociación de los 
mismos SNPs con otras enfermedades autoinmunes, incluyendo AR (Hom G y 
col., 2008; Remmers EF y col., 2007; Kobayshi S y col., 2008; Lee HS y col., 
2007; Martinez A y col., 2008; Orozco G y col., 2008), SS (Korman BD y col., 
2008), T1D (Martinez A y col., 2008; Korman BD y col., 2008; Zervou MI y 
col., 2008a) y enfermedad inflamatoria intestinal (Martinez A y col., 2008). La 
relación de STAT4 con enfermedades autoinmunes también se observó en 
ratones KO, que son resistentes a múltiples enfermedades autoinmunes, 
incluyendo AR. Por el contrario, los modelos de LES sufren una enfermedad 
más grave (Jacob CO y col., 2003; Singh RR y col., 2003). Esta repercusión 
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opuesta en modelos de distintas enfermedades autoinmunes, podría estar 
relacionada con la diferenciación de las células T en Th1 o Th2. STAT4 es 
esencial para la diferenciación de las Th1 (Nishikomori R y col., 2002). Por 
tanto, este factor de transcripción tendría un impacto diferente en la artritis, 
enfermedad en la que predominan los efectos de tipo Th1, que en el LES donde 
podrían predominar los efectos de tipo Th2. Pero esta interpretación necesita 
revisarse debido al descubrimiento del papel fundamental de los linfocitos Th17 
en muchas enfermedades autoinmunes y a la asociación de los mismos alelos de 
STAT4 con AR y LES. 
Por último, el SNP rs13277113 (OR = 1.34) está localizado entre dos 
genes que se transcriben en direcciones opuestas, C8orf13 y BLK. Este 
polimorfismo se había descrito en el GWAS de Hom y col., con un efecto 
similar al encontrado (OR = 1.39) (Hom G y col., 2008). Otros dos estudios 
encontraron asociaciones significativas en este locus, uno de ellos con un SNP 
en BLK fuertemente ligado a rs13277113 (Graham RR y col., 2008), y el otro 
con un SNP independiente (SLEGEN y col., 2008). Estos resultados sugieren la 
posibilidad de la existencia de dos efectos genéticos independientes en la región. 
El locus también se ha visto asociado recientemente con AR (Gregersen PK y 
col., 2009) y esclerosis sistémica (Gourh P y col., 2010). No se ha identificado 
ningún polimorfismo que tuviese un efecto funcional. Aún así, se observó que 
el alelo de riesgo de rs13277113 se correlaciona con niveles bajos de mRNA de 
BLK y altos de C8orf13. Por lo tanto, cualquiera de estos dos efectos podría 
tener un papel en el LES. Sin embargo, mientras que C8orf13 es un gen de 
función desconocida, BLK es un buen candidato en el LES porque está 
implicado en la ruta de señalización del BCR y en la diferenciación de células 
pro-B a pre-B (Tretter T y col., 2003). Además, como se comentó anteriormente, 
existen evidencias de que BLK interacciona con otro factor de susceptibilidad al 
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LES, BANK1, que interviene igualmente en la ruta de señalización del BCR 
(Castillejo-Lopez C y col., 2009). Esta interacción se observó tanto desde el 
punto de vista estadístico como físico, detectando la co-localización y co-
inmunoprecipitación entre estas dos moléculas y de ellas con el receptor IP3R, 
importante en las rutas de señalización. Por último, se ha observado que el 
haplotipo de riesgo de rs13277113 y de otro SNP de la región estaría 
relacionado con un defecto en la señalización del BCR y de la ruta NFĸB 
(Gourh P y col., 2010). Por lo tanto, parece muy posible que el efecto de esta 
asociación esté relacionado con BLK y no con C8orf13. 
1.2. Análisis funcionales del SNP asociado a LES, PD1.3 
Uno de los factores genéticos de mayor interés en el LES hasta hace poco 
fue PDCD1, dado su papel crítico como inmunoregulador en múltiples 
enfermedades y su localización en un locus de ligamiento (Prokunina L y col., 
2002; Keir ME y col., 2007; Day CL y col., 2006; Urbani S y col., 2006). El 
SNP PD1.3, localizado en el cuarto intrón de este gen, fue propuesto como el 
polimorfismo causal responsable de la asociación con LES (Prokunina L y col., 
2002). Esto se debe a que se encuentra en una región con características 
compatibles con un enhancer. La región presenta múltiples sitios de unión a 
factores de transcripción relacionados con funciones inmunes y 4 repeticiones 
en tandem de unos 40 nucleótidos. La única evidencia experimental de que 
PD1.3 puede repercutir funcionalmente sobre el gen PDCD1 era un EMSA. En 
este ensayo se veía alterada la unión del factor de transcripción RUNX1, 
relacionado con la diferenciación hematopoyética (Prokunina L y col., 2002). 
Para estudiar el hipotético papel funcional del SNP PD1.3 y el posible 
papel de la región como enhancer se realizaron estudios de gen reporter en los 
Factores genéticos asociados con predisposición a LES 
 214
que se analizaron los efectos transcripcionales de construcciones plasmídicas 
que incluían el intrón 4 de PDCD1. Se utilizaron 4 construcciones para cada 
uno de los alelos, con el intrón 4 en las dos orientaciones, tanto en posición 5’ 
como 3’ del gen reporter, ya que los enhancer son independientes de su 
posición y orientación. Los resultados no mostraron evidencias de que el intrón 
4 funcione como enhancer. Además, tampoco se observó un efecto diferencial 
de los dos alelos de PD1.3. 
Estos resultados negativos pusieron en duda la importancia de la unión de 
RUNX1 a PD1.3. Así pues, se repitió el EMSA para comprobar la unión entre 
RUNX1 y oligonucleótidos sintéticos con las dos variantes alélicas de PD1.3. 
Los resultados confirmaron la unión preferencial del alelo G. Sin embargo, al 
comparar esta unión con la de las secuencias control, se pudo ver que es una 
unión ineficiente, a pesar de presentar la misma secuencia consenso. Esto llevó 
a sospechar que los nucleótidos vecinos a la secuencia consenso podían tener un 
papel en la afinidad de RUNX1 por el oligonucleótido. Por ello, se observaron 
las secuencias sintéticas que se habían unido a RUNX1 en un ensayo de 
afinidad y a partir de las cuales Meyers y col. describieron el sitio consenso de 
este factor de transcripción (TGT/cGGT) (Meyers S y col., 1993). Se comprobó 
que las bases adenina y timina son más frecuentes que las bases guanina y 
citosina, que son las que se encuentran en torno a PD1.3. Esta hipótesis fue 
confirmada mediante EMSA, al modificar las sondas originales en dichas 
posiciones. Otros autores ya habían evidenciado que los nucleótidos que limitan 
la secuencia consenso podían intervenir en la unión de RUNX1 al ADN, lo que 
apoyaba nuestros resultados. Así, sugirieron que la secuencia que mejor unía 
RUNX1 era el decanucleótido TTTGCGGTTA/T (Thornell A y col., 1991). 
Ésta es la misma secuencia que está presente en dos de los oligonucleótidos con 
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los que se observó una mejor afinidad de unión en nuestros experimentos: el 
control C1 y el oligonucleótido de PDCD1 modificado, P12m. 
Estos resultados muestran las limitaciones de la identificación 
bioinformática de los lugares de unión a factores de transcripción. Ésta se basa 
en secuencias consenso (Roulet E y col., 1998) o bien en matrices de peso 
posicional que recogen la frecuencia de cada nucleótido en cada posición 
(Stormo GD y col., 2000). Sin embargo, carecen de información cuantitativa de 
la afinidad de unión del factor de transcripción por dicha secuencia. Además, la 
especificidad de los sitios de unión puede ser pequeña, ya que la mayoría de 
factores de transcripción son miembros de familias cuyos integrantes reconocen 
secuencias similares (Rahmann S y col., 2003). En consecuencia, softwares 
como TRANSFAC® Professional/Match™ (Biobase Biological Databases) 
(Kel AE y col., 2003) predicen un número elevado de posibles lugares de unión, 
de los que son funcionales sólo unos pocos (Li Q y col., 2001). De hecho, al 
hacer una búsqueda en TRANSFAC® Professional/Match™ de lugares de 
unión para RUNX1, se encontraron 70 secuencias que podrían unir este factor 
de transcripción a lo largo del gen PDCD1, de las cuales 11 estaban en el intrón 
4. 
Otra razón para la falta de especificidad de los lugares de unión predichos 
es que, en muchos casos, las secuencias de unión a factores de transcripción son 
identificadas a partir de ensayos in vitro, como EMSAs. Estos ensayos, al no 
estar dentro del contexto celular, tienen una utilidad limitada. Esto se debe a que 
no tienen en cuenta otra serie de variables que pueden determinar la unión del 
factor de transcripción y, por tanto, la funcionalidad de la región. Tales 
variables pueden ser interacciones proteína-proteína o modificaciones de la 
cromatina independientes de la secuencia (como metilaciones, posición de los 
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nucleosomas o modificaciones de histonas). Por todo ello, la identificación de 
las dianas funcionales de los factores de transcripción es todavía un reto sin 
resolver (Li CC y col., 2006). Un avance en la identificación de estas dianas 
consenso, que permite su evaluación in vivo, se ha obtenido con los estudios de 
genoma completo que combinan inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con 
la hibridación en microarrays (ChIP-on-chip) o con secuenciación (Hollenhorst 
PC y col., 2007; Yochum GS y col., 2007). Estos estudios detectan lugares de 
unión más grandes que los hexanucleótidos que se solían describir con las 
técnicas in vitro. Además, tienen en cuenta la influencia de nucleótidos vecinos, 
lo que permite una mayor especificidad de las secuencias identificadas. 
Desafortunadamente, los estudios de este tipo realizados hasta el momento no 
incluyen RUNX1. 
Por otra lado, PD1.3 se encuentra en una región con repeticiones en 
tandem, característica que se ha observado en algunos enhancer y que podría 
apoyar un posible papel funcional para este polimorfismo (MacKenzie A y col., 
1999; Giambra V y col., 2005; Bellizi D y col., 2005). Sin embargo, los 
polimorfismos que alteran la regulación transcripcional llevada a cabo por estas 
secuencias son frecuentemente variaciones en el número de copias de dichas 
repeticiones en tandem. Es menos probable que un SNP que altere uno de los 
sitios de unión de un factor de transcripción en una estructura repetitiva tenga 
consecuencias funcionales, ya que sería compensado por la unión de los mismos 
factores de transcripción a las otras repeticiones. Desde otro punto de vista, si la 
secuencia donde se encuentra PD1.3 fuese un elemento de regulación de 
PDCD1, habría sido sometida a selección positiva por su relevancia biológica. 
Por tanto, sería una secuencia conservada a lo largo de la evolución de las 
especies (Miller W y col., 2007). Éste no es el caso del intrón 4 de PDCD1, 
donde no hemos visto ninguna homología con genomas de mamíferos. Aún así, 
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esto no excluiría una posible relevancia funcional, ya que una fracción de los 
elementos funcionales no se han conservado. Otra característica de los enhancer 
típicos es que se encuentran en posición 5’ ó 3’ al gen o en el primer intrón del 
mismo, no habiéndose descrito en otros intrones. Así pues, estas observaciones 
junto con los resultados obtenidos en los ensayos de gen reporter y en los 
EMSAs cuestionan la relevancia funcional de este sitio en la regulación de la 
expresión de PDCD1 y en la susceptibilidad al LES. Al excluirse PD1.3, queda 
abierta la posibilidad de que otro polimorfismo de PDCD1 fuese el responsable 
de la susceptibilidad. Sin embargo, no hay ningún candidato claro y los GWAS 
de LES publicados recientemente no mostraron ninguna señal de asociación en 
este locus, por lo que en la actualidad no está confirmado que PDCD1 sea un 
factor de susceptibilidad al LES. 
1.3. Influencia del componente genético en la variabilidad clínica del 
LES 
El LES es una enfermedad que muestra una gran heterogeneidad clínica 
por razones desconocidas. Sin embargo, parece que el componente genético 
contribuye a la variedad de fenotipos (Wallace DJ y col., 2007; Tsao BP y col., 
2004; Sestak AI y col., 2007; Chung SA y col., 2009; Tsao BP y col., 2002; 
Scofield RH y col., 2003; Uribe AG y col., 2004; Ramos PS y col., 2006; 
Peschken CA y col., 2009). Este efecto no se puede demostrar en los estudios de 
asociación caso-control, en los que se tiene en cuenta al conjunto de los 
pacientes. De ahí el interés del análisis genético estratificando por las variables 
clínicas. Por otro lado, se han identificado dos subpoblaciones europeas bien 
diferenciadas desde el punto de vista de los polimorfismos genéticos, 
correspondientes a los países del norte y a los del sur (Seldin MF y col., 2006; 
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Novembre J y col., 2008; Tian C y col., 2008). Esta distinción entre 
subpoblaciones europeas puede influenciar a la variabilidad fenotípica del LES. 
En primer lugar, los 9 loci asociados con LES que se han estudiado 
(ITGAM, KIAA1542, PXK, 1q25.1, C8orf13-BLK, STAT4, TYK2, MECP2 y 
BANK1) se analizaron estratificando por las manifestaciones clínicas (10 
fenotipos definidos por los criterios de clasificación de la ACR y edad de 
aparición de la enfermedad). Las asociaciones observadas fueron débiles y poco 
consistentes. La asociación más clara fue la del alelo menor del SNP 
rs13277113 de C8orf13-BLK con mayor riesgo de nefritis. Por otra parte, 
STAT4 es el factor genético que ha mostrado asociaciones más sólidas con 
variables clínicas en varios estudios. Sin embargo, el alelo menor del SNP 
rs7574865 de STAT4 sólo mostró asociación con edad temprana de la 
enfermedad y una tendencia de asociación con menor susceptibilidad a úlceras 
orales. La escasez de asociaciones consistentes se debe, en parte, a las 
limitaciones de este tipo de análisis. 
Una de las limitaciones de estos análisis de subgrupos consiste en la 
reducción del tamaño muestral, que disminuye la probabilidad de encontrar 
asociaciones significativas (Guillemin F, 2007; Brookes ST y col., 2001; Moyé 
LA, 2003). Otra limitación es el elevado número de comparaciones, que 
favorece la aparición de asociaciones debidas al azar. Además, la recogida 
retrospectiva de los datos y la variación existente entre las características 
clínicas de distintas colecciones de muestras (Taylor KE y col., 2008; Hom G y 
col., 2008; Cervera R y col., 2006; Pons-Estel BA y col., 2004; Alarcón GS y 
col., 2002; Petri M y col., 1997; Wang F y col., 1997; Al Arfaj AS y col., 2009) 
pueden generar asociaciones falsas (Hulley SB, 2007). A pesar de todos estos 
inconvenientes hay motivos para el optimismo, pues hay publicaciones con 
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resultados prometedores que asocian factores de susceptibilidad al LES con 
algún aspecto especifico de su clínica (Taylor KE y col., 2008; Sigurdsson S y 
col., 2008b; Tsao BP y col., 2004; Lauwerys BR y col., 2005; Karassa FB y col., 
2003; Sestak AL y col., 2007). 
Los problemas derivados del análisis de subgrupos se trataron de evitar 
siguiendo las recomendaciones realizadas en el campo de los ensayos clínicos 
(Guillemin F, 2007; Brookes ST y col., 2001; Moyé LA, 2003). Estas 
recomendaciones intentan obtener un equilibrio adecuado entre la tasa de falsos 
positivos y falsos negativos. Para obtenerlo, se utiliza una aproximación 
secuencial; se considera la consistencia y el poder estadístico de los análisis 
para la interpretación de los resultados; y se realizan correcciones por el número 
de comparaciones. La aproximación secuencial supone que sólo se estudia un 
subgrupo de factores de un grupo que ya mostró asociación. Por ello, se decidió 
evaluar los 9 SNPs que están asociados con LES en nuestras muestras y que no 
habían sido analizadas en relación con la clínica en nuestros estudios previos 
(ITGAM, KIAA1542, PXK, 1q25.1, C8orf13-BLK, STAT4, TYK2, MECP2 y 
BANK1). Esta  es una aproximación práctica, pero no se puede excluir que un 
factor genético pueda estar asociado con un fenotipo y no con la enfermedad en 
su conjunto. Esto ocurre, por ejemplo, con el polimorfismo no sinónimo 
FCGR3A V158F y la nefritis lúpica (Karassa FB y col., 2003). Sin embargo, 
estas asociaciones podrán descubrirse más fácilmente en el contexto de GWAS 
o estudios de genes candidato en los que se analice de forma específica un 
fenotipo particular. Por otra parte, la consistencia de las asociaciones se evaluó 
mediante comprobación de su presencia en nuevos subgrupos de pacientes 
realizados de forma independiente. Estos subgrupos se pueden realizar de forma 
aleatoria, pero se prefirió utilizar una variable como el sexo, que puede estar 
relacionada con sesgos y que es un criterio comúnmente utilizado para dividir 
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pacientes con LES. Los resultados también se interpretaron teniendo en cuenta 
la potencia estadística de cada comparación SNP-fenotipo por separado. Esta 
potencia depende de la frecuencia alélica del SNP y de la frecuencia de la 
variable clínica. Los 9 SNPs tienen frecuencias alélicas similares (15-35 %), por 
lo que su efecto en la potencia estadística fue similar. Sin embargo, los criterios 
clínicos determinan una gradación de la potencia estadística. Ésta es mayor para 
los criterios con frecuencia entorno al 50 %, ya que permiten dividir a los casos 
en dos grupos de tamaño similar. Entre ellos se encuentran la edad de aparición 
de la enfermedad, la fotosensibilidad o el eritema malar. Sin embargo, los 
criterios con frecuencias alélicas más extremas son los que determinan 
potencias estadísticas menores. Entre estos criterios, se encuentran el desorden 
neurológico (de baja frecuencia), la artritis y el sexo femenino (ambas de alta 
frecuencia). 
La asociación más clara y consistente, como ya se comentó, fue la del 
SNP rs13277113 en C8orf13-BLK con nefritis lúpica, ya que persistió tras 
corregir por el número de comparaciones y en los subgrupos de hombres y 
mujeres. El mismo SNP también se había evaluado en relación con la clínica en 
un GWAS. En dicho estudio, no se encontró ninguna asociación significativa, y 
además el efecto tendía a ser opuesto al encontrado aquí en relación con la 
nefritis (Hom G y col., 2008). Este resultado discordante puede estar 
relacionado con la notable diferencia en la prevalencia de la nefritis entre los 
dos estudios. En el GWAS, la prevalencia era significativamente menor (28 %) 
que en nuestra colección de muestras (41 %) (P = 2 x 10-12). Por lo tanto, la 
asociación de este SNP en C8orf13-BLK con nefritis necesita de estudios 
adicionales antes de considerarla como firme. 
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Una segunda asociación, aunque menos clara, fue la del SNP rs17435 de 
IRAK1-MECP2 con nefritis. Se observó tanto en el análisis global, como de 
forma consistente en mujeres y hombres. Sin embargo, esta asociación no 
persistió tras realizar la corrección por múltiples tests. Por lo tanto, es necesario 
confirmarla en estudios futuros. 
El rs7574865 de STAT4 es el SNP que ha mostrado asociación más clara 
con la clínica, en concreto, con un fenotipo de LES severo. En un estudio se 
observó la asociación de STAT4 con mayor riesgo de nefritis,  aparición de la 
enfermedad en menores de 30 años, presencia de desorden inmunológico, en 
concreto, anti-ADN de doble cadena, y con ausencia de úlceras orales (Taylor 
KE y col., 2008). Otro estudio confirmó la asociación con presencia de daño 
inmunológico y anti-ADN de doble cadena y, de forma modesta, con riesgo de 
nefritis (Sigurdsson S y col., 2008b). Nuestros resultados no confirmaron de 
forma clara ninguno de los datos anteriores. Sólo mostraron una débil 
asociación con aparición temprana de la enfermedad, que se mantenía en los 
subconjuntos de hombres y mujeres. También se observó una tendencia de 
asociación con ausencia de úlceras orales, que sólo era significativa en mujeres. 
Los análisis de STAT4 con nefritis y daño inmunológico tenían una buena 
potencia estadística, pero no confirmaron los resultados previos. La 
combinación de estos datos con los de Taylor y col. reforzó la asociación de 
STAT4 con daño inmunológico y con la ausencia de úlceras orales. Por 
consiguiente, este factor genético parece estar asociado con un fenotipo de LES 
particular. Éste podría incluir la presencia de daño inmunológico y, 
específicamente, anti-ADN de doble cadena, con los que está asociado en los 
dos estudios previos (Taylor KE y col., 2008; Sigurdsson S y col., 2008b). 
También incluiría la aparición temprana de la enfermedad, con la cual se 
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observan asociaciones débiles en nuestro estudio y el de Taylor y col. y una 
tendencia no significativa en un tercero (Sigurdsson S y col., 2008b). 
Otro de los SNPs más fuertemente asociados con LES, el nsSNP 
rs1143679 de ITGAM, mostró una débil asociación con la edad temprana de 
aparición de la enfermedad. Sin embargo, al corregir por el número de 
comparaciones la asociación deja de ser significativa y, estratificando por sexo, 
sólo se encuentra asociado en mujeres. Además, esta asociación no se observó 
en estudios previos, por lo que es de dudosa relevancia. Al combinar nuestros 
datos con los de las variables que están asociadas con ITGAM en el estudio de 
Kim-Howard y col. aparece una diferencia débilmente significativa de ITGAM 
con daño inmunológico y, menos concluyente, con nefritis y eritema discoide. 
Un tercer trabajo que analizó ITGAM en relación con los criterios clínicos no 
encontró ninguna asociación significativa (Hom G y col., 2008). En este estudio 
se analizó un SNP que está sólo parcialmente relacionado con el rs1143679, por 
lo que no se pudieron utilizar sus datos para el análisis combinado. 
Del resto de loci estudiados, sólo TYK2 y BANK1 fueron previamente 
analizados en relación con la clínica, sin ningún resultado de asociación 
significativa (Sigurdsson S y col., 2005; Guo L y col., 2009). Nuestros 
resultados son concordantes ya que no se encontró ninguna asociación para 
estos dos factores genéticos, a pesar de tener una buena potencia estadística. 
En conclusión, se muestra una escasez de resultados sólidos de asociación 
de factores de susceptibilidad con fenotipos específicos. Esto se observa con los 
loci estudiados (Taylor KE y col., 2008; Sigurdsson S y col., 2008b; Hom G y 
col., 2009; Guo L y col., 2009; Sigurdsson S y col., 2004) y también con otros 
loci confirmados en LES, como IRF5 (Sigurdsson S y col., 2005; Cunninghame 
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Graham DS y col., 2007b; Sigurdsson S y col., 2008a; Ferreiro-Neira I y col., 
2007), PTPN22 (Reddy MV y col., 2005; Kyogoku C y col., 2004; Orozco G y 
col., 2005; Balada E y col., 2006) o TNFAIP3 (Bates JS y col., 2009). El HLA 
únicamente se ha relacionado con la producción de anticuerpos específicos 
(Galeazzi M y col., 2002; Galeazzi M y col., 2000; Vasconcelos C y col., 2009; 
Fernando MM y col., 2007). Por tanto, parece no haber una correlación 
consistente entre los alelos de susceptibilidad en su conjunto y las variables 
clínicas del LES. El factor que muestra una evidencia más clara de asociación 
con la clínica es STAT4, aunque aún hay discrepancias que no permiten definir 
con exactitud el subgrupo de pacientes con LES asociado con polimorfismos en 
este gen. De ahí la necesidad de llevar a cabo estudios más grandes que 
permitan analizar un mayor número de pacientes con y sin cada una de las 
variables clínicas. Estos estudios aumentarán la probabilidad de encontrar 
asociaciones modestas o débiles que no se han detectado en los estudios 
actuales. Además, permitirán identificar subgrupos de pacientes más uniformes, 
lo que podría resultar útil a la hora de mejorar el tratamiento de la enfermedad. 
Otra aproximación para explicar la variabilidad clínica del LES consiste 
en evaluar la influencia del componente genético de las subpoblaciones dentro 
del grupo étnico estudiado. Un trabajo previo mostró, con esta aproximación 
original, que parte de la heterogeneidad clínica en caucásicos depende de 
factores genéticos relacionados con la ascendencia nor- o sureuropea (Chung 
SA y col., 2009). Nuestros resultados confirmaron la mayor prevalencia de 
fotosensibilidad y menor prevalencia de artritis en el norte de Europa.  Además, 
proporcionaron información complementaria a la aportada por Chung y col. 
debido al diferente diseño de los dos estudios. En el estudio de Chung y col. las 
muestras, de origen europeo, fueron recogidas en Estados Unidos, mientras que 
nuestras muestras han sido recogidas en Europa. En el estudio de Chung y col. 
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se utilizaron marcadores genéticos informativos de ascendencia (Seldin MF y 
col., 2006; Tian C y col., 2008). Mientras que en nuestro estudio se utilizó el 
país de origen como indicador de ascendencia, según estudios previos que 
observaron que la estructura genética europea refleja la distribución geográfica 
de los países de origen (Novembre J y col., 2008). Además, los marcadores de 
ascendencia europea se identificaron a partir de muestras de distintos países 
recogidos de un modo similar al de nuestro estudio (Seldin MF y col., 2006; 
Tian C y col., 2008). Otra discrepancia es que en el estudio de Chung y col. 
predominaban las muestras con ascendencia noreuropea, mientras que nuestro 
estudio presenta un número relativamente mayor de muestras del sur. 
La diferencia, señalada en el párrafo anterior, en cuanto al lugar de 
recogida de las muestras es importante porque cada colección de pacientes 
puede estar afectada por factores locales, de tipo ambiental y socioeconómico, 
muy diferentes en Europa y Estados Unidos. La distinta recogida y recuperación 
de los datos clínicos o el tipo de pacientes que acuden a los centros sanitarios 
también podrían tener un efecto en la gran variabilidad clínica entre las distintas 
colecciones o estudios (Alarcón GS y col., 2002; Cervera R y col., 2006; Petri 
M, 1997; Wang F y col., 1997; Hom G y col., 2008; Taylor KE y col., 2008). 
Esta variabilidad disminuye la reproducibilidad de los estudios de asociación 
con factores genéticos. Para intentar evitar este problema sólo se analizaron 
aquellas características clínicas con menor variabilidad entre las colecciones de 
muestras del norte y entre las colecciones de muestras del sur. Específicamente, 
con un coeficiente de variación (CV) menor del 30 %. Éste es el menor CV 
observado para las variables clínicas de LES entre grupos étnicos diferentes 
(Alarcón GS y col., 2002; Cervera R y col., 2006; Petri M, 1997; Wang F y col., 
1997), por lo que dentro de un mismo grupo étnico se debería esperar una 
menor variabilidad, aunque no mucho menor. A pesar de las diferencias entre 
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los estudios, la replicación de dos de las asociaciones observadas por Chung y 
col., como se comentó anteriormente, da fiabilidad a los resultados. 
El interés de estos resultados reside en poder encontrar los mecanismos 
subyacentes que expliquen la heterogeneidad clínica del LES. Así, Chung y col. 
dieron como posible explicación de la mayor prevalencia de fotosensibilidad en 
el norte de Europa, el color de piel más claro, característico de estas poblaciones 
y que viene determinado genéticamente (Chung SA y col., 2009; Sestak AL y 
col., 2008). Además, esta explicación estaría en concordancia con una menor 
prevalencia de fotosensibilidad en los pacientes con LES afro-americanos 
(Sestak AL y col., 2008). 
Aparte de analizar la influencia del componente genético en la 
variabilidad de los criterios de clasificación de la ACR, sería interesante realizar 
un estudio similar con otros datos clínicos de la enfermedad, como los índices 
de daño o actividad del LES. El problema para realizar estos análisis está en la 
dificultad que supone disponer de colecciones de muestras bien caracterizadas 
para todas estas variables. Este tipo de estudios requieren de un gran esfuerzo 
por parte de los centros que coleccionan las muestras, como se ha intentado 
hacer en el Proyecto Euro-Lupus, que ha recogido datos clínicos de una gran 
cantidad de pacientes europeos de forma prospectiva (Cervera R y col., 2006). 
1.4. Componente  genético común a LES y AR 
En las últimas décadas, se han identificado una serie de genes que 
confieren susceptibilidad a varias enfermedades autoinmunes. La asociación del 
HLA es la más consistentemente establecida en estas enfermedades. PTPN22, 
confirmado como un factor de riesgo para AR (Begovich AB y col., 2004), 
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también confiere susceptibilidad a otras enfermedades autoinmunes (Gregersen 
PK y col., 2006b) como T1D (Bottini N y col., 2004; Onengut-Gumuscu S y col., 
2004), enfermedad tiroidea autoinmune (Velaga MR y col., 2004), algunas 
formas de artritis juvenil (Hinks A y col., 2005, Viken MK y col., 2005) y LES 
(Kyogoku C y col., 2004; Reddy MV y col., 2005; Wu H y col., 2005; Kaufman 
KM y col., 2006). STAT4 también se observó asociado con AR y LES de forma 
reproducible (Remmers EF y col., 2007), mientras que su asociación con SS 
(Korman BD y col., 2008), T1D (Martinez A y col., 2008; Zervou MI y col., 
2008a) y enfermedad inflamatoria intestinal (Martinez A y col., 2008) necesita 
ser confirmada. La asociación de IRF5 con AR y LES también ha sido 
corroborada en los últimos años (Sigurdsson S y col., 2005; Dieguez-Gonzalez 
R y col., 2008). Más recientemente se ha observado que la región 6q23 sería 
otro locus de susceptibilidad implicado en estas dos complejas enfermedades 
autoinmunes y en psoriasis (Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007; 
Plenge RM y col., 2007a; Plenge RM y col., 2007b; Thomson W y col., 2007; 
Dieguez-Gonzalez R y col., 2009; Orozco G y col., 2009 b; Musone SL y col., 
2008; Graham RR y col., 2008; Nair RP y col., 2009). Todas estas 
observaciones sugieren la existencia de un componente genético común a 
múltiples enfermedades autoinmunes y, por tanto, que dichas enfermedades 
compartan rutas patogénicas (Gregersen PK y col., 2006a; Becker KG y col., 
2004; Becker KG y col., 1998; Griffiths MM y col., 1999; Raman K y col., 
2003). De ahí que los factores genéticos que se encuentran asociados con una 
enfermedad sean considerados como candidatos para otras enfermedades del 
mismo tipo. El inconveniente de esta estrategia es que se puede introducir un 
sesgo, ya que el estudio del mismo factor genético en múltiples enfermedades 
puede dar lugar a alguna asociación por azar. 
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De los 9 loci asociados con LES que se han estudiado (STAT4, ITGAM, 
C8orf13-BLK, TYK2, 1q.25.1, PXK, KIAA1542, MECP2 y BANK1), sólo STAT4 
había sido ampliamente analizado y claramente asociado con AR (Wellcome 
Trust Case Control Consortium, 2007; Lee HS y col., 2007; Remmers EF y col., 
2007; Barton A y col., 2008; Kobayashi S y col., 2008; Orozco G y col., 2008; 
Martinez A y col., 2008; Zervou MI y col., 2008b; Palomino-Morales RJ y col., 
2008). También se confirmó este resultado en nuestra colección de muestras de 
AR. Sin embargo, no se encontró ninguna asociación significativa para los otros 
8 factores genéticos, a pesar de que el poder estadístico de este estudio era 
suficiente para detectar efectos con OR de 1.15-1.20 de SNPs en cromosomas 
autosómicos y 1.24 del SNP de MECP2, en el cromosoma X. Además, estos 
efectos serían similares a las OR más débiles encontradas en las dos grandes 
colecciones de muestras de AR, NARAC (North American Rheumatoid 
Arthritis Consortium) y EIRA (Swedish Epidemiological Investigation of 
Rheumatoid Arthritis) (Plenge RM y col., 2005). 
La disponibilidad de otros estudios de asociación con AR de los SNPs 
analizados, excepto para los de ITGAM y MECP2, permitió realizar un meta-
análisis con mayor poder estadístico. En el mismo, se confirmó la asociación de 
STAT4. Además, se encontraron dos asociaciones de pequeño efecto en los loci 
C8orf13-BLK (OR = 1.09) y PXK (OR = 1.06), que no habían sido detectadas 
en los estudios previos. Recientemente, otro grupo también ha observado 
asociación de C8orf13-BLK con AR (Gregersen PK y col., 2009). Por tanto, los 
SNPs de este grupo asociados con AR parecen tener un efecto mucho menor 
que en LES, en donde mostraban ORs superiores a 1.19 (salvo TYK2 y LY9, que 
no mostraron asociación en algún estudio previo (Cunningham Graham DS y 
col., 2007a) o en nuestro estudio caso-control de LES). Incluso el efecto de 
STAT4 es menor en AR que el que tiene en LES (OR = 1.14-1.32 vs 1.55-1.62). 
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Así pues, parece poco probable que estos SNPs tengan una importancia similar 
en ambas enfermedades. 
En parte, los resultados de los 9 loci de susceptibilidad a LES eran de 
esperar, ya que la mayoría fueron encontradas en los GWAS de LES (SLEGEN 
y col., 2008; Kozyrev SV y col., 2008; Hom G y col., 2008; Graham RR y col., 
2008), pero no en los de AR (Raychaudhuri S y col., 2008; Plenge RM y col., 
2007b; Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007). Otra posible causa de 
la falta de una asociación clara de estos SNPs con AR es que distintos 
polimorfismos del mismo gen estén implicados en enfermedades distintas, 
como podría ocurrir con BANK1. Un estudio reciente de este gen ha encontrado 
asociación con AR, pero no con el SNP de LES estudiado aquí (rs17266594) 
(Orozco G y col., 2009a). 
Algo similar parece ocurrir con TNFAIP3. Por un lado, los SNPs de baja 
frecuencia, rs5029939, rs2230926 y rs7749323, fuertemente asociados con LES 
(OR ≥ 2, P ≤ 10-4) (Musone SL y col., 2008; Graham RR y col., 2008), no 
mostraron asociación con AR. Por otro lado, el SNP rs610604 presentó una 
asociación con AR cuyo efecto era opuesto al observado en psoriasis (Nair RP y 
col., 2009). Sin embargo, dicho SNP junto con el rs644340 mostraban un efecto 
protector similar al del SNP que ya se había estudiado con anterioridad 
(rs582757) (Dieguez-Gonzalez R y col., 2009) y con la que tienen cierta 
relación. Por tanto, se confirmó dicha señal protectora en el gen TNFAIP3. 
Como ya se había mostrado previamente, ésta contribuye a la susceptibilidad a 
AR de forma conjunta con las señales protectora (rs13207033, rs10499194) y 
de riesgo (rs6920220) localizadas en la región intergénica de 6q23. Así pues, el 
patrón de asociación con AR en TNFAIP3 parece distinto al de LES o psoriasis. 
Sin embargo, estos resultados en AR necesitan ser confirmados en estudios 
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independientes debido a que las señales de asociación en TNFAIP3 son débiles 
y no concuerdan con los resultados de otros dos estudios recientes. Éstos 
muestran una asociación débil del nsSNP de LES rs2230926 tanto en población 
caucásica (P = 0.03, OR = 1.21) (Orozco G y col., 2009b) como japonesa 
(Shimane K y col., 2010). 
En cuanto a la otra señal de susceptibilidad al LES, localizada a ~200 kb 
3’ de TNFAIP3, en la región 5’ del gen PERP (rs6922466) (Musone SL y col., 
2008), los resultados obtenidos tampoco mostraron asociación con AR, a pesar 
de que el poder estadístico del estudio era suficiente para detectar los efectos 
observados en LES. 
Una posibilidad de que en el análisis global de casos con AR vs controles 
no se detecte la asociación de la mayoría de factores de LES o de que haya 
discrepancias en las señales es que la asociación en AR tenga lugar en 
subgrupos de pacientes con características fenotípicas más parecidas al LES. 
Esto parece ocurrir en IRF5, cuya asociación con LES ha sido fuertemente 
confirmada (Sigurdsson S y col., 2005; Graham RR y col., 2007a; Cunninghame 
Graham DS y col., 2007b; Kozyrev SV y col., 2007; Ferreiro-Neira I y col., 
2007; Sigurdsson S y col., 2008a), mientras que en AR está restringida a un 
subgrupo de pacientes que no está totalmente definido (Dieguez-Gonzalez R y 
col., 2008; Sigurdsson S y col., 2007). Sin embargo, el análisis de los 9 factores 
genéticos de LES estratificando por algunas variables clínicas de la AR sólo 
muestra una asociación consistente tras la corrección por tests múltiples. Esta 
asociación se corresponde con el locus C8orf13-BLK en relación con el SS. El 
alelo menor parece conferir protección frente a este fenotipo. Sin embargo, el 
mismo alelo también mostró mayor riesgo de AR en el análisis combinado con 
datos publicados, siendo este efecto opuesto de difícil explicación. 
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En relación con el locus 6q23, ya se había observado que la señal de 
protección en la región intergénica, marcada por el SNP rs13207033 (o su 
tagSNP rs10499194), estaba preferentemente asociada en los pacientes ACPA+ 
(Plenge RM y col., 2007a; Dieguez-Gonzalez R y col., 2009). Sin embargo, en 
otro estudio se detectó una asociación con pacientes ACPA- (Orozco G y col., 
2009b). Al analizar variables clínicas más características del LES en estos 
pacientes con AR, se observó además que la asociación de este SNP es más 
marcada con pacientes ANA+. Sin embargo, el SNP rs610604 de TNFAIP3 
tenía una asociación más marcada con pacientes ANA-. Mientras que los SNPs 
de baja frecuencia característicos del LES seguían sin mostrar asociación tras 
esta estratificación. Estos resultados sugieren la posibilidad de que los pacientes 
con AR muestren un patrón de asociación particular en relación con la presencia 
de ANAs. Sin embargo, este patrón no parece relacionado con el observado en 
LES. Aún así, hay que tener en cuenta las limitaciones de estos análisis. Por una 
parte, no disponemos de los datos de ANAs para todos los pacientes con AR. 
Además, éstos fueron medidos mediante técnicas distintas y a tiempos 
diferentes en la evolución de la AR, pudiendo estar influenciados por el 
tratamiento con antagonistas del TNF, que se sabe que inducen la producción de 
estos autoanticuerpos (Charles PJ y col., 2000). En segundo lugar, el análisis de 
subfenotipos, como se comentó en el apartado anterior, implica una reducción 
del número de muestras, disminuyendo el poder estadístico del análisis. Por 
último, el alto número de comparaciones aumenta la probabilidad de aparición 
de falsos positivos. Una estrategia que permitiría aumentar la potencia 
estadística de los estudios genotipo-fenotipo, sería combinar datos similares de 
estudios independientes en un meta-análisis, pero de momento otros estudios no 
han presentado resultados de este tipo. 
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En conclusión, de los factores de susceptibilidad al LES estudiados, sólo 
STAT4 es claramente compartido por la AR, mostrando la misma señal de 
riesgo asociada. TNFAIP3 también sería un locus de susceptibilidad para estas 
dos enfermedades, aunque hemos observado que esta asociación no se debe a 
los mismos polimorfismos, por lo que posiblemente no estén implicados los 
mismos mecanismos. Además, los factores de susceptibilidad a LES C8orf13-
BLK y PXK también han mostrado evidencias de estar asociados con AR. No 
obstante estos últimos resultados necesitan ser confirmados. Esta dificultad para 
obtener señales significativas en AR podría deberse en parte a que el efecto de 
los polimorfismos es, en general, más débil en AR que en LES. Aún así, otros 
estudios han mostrado más factores compartidos por LES y AR, como PTPN22, 
IRF5, CTLA4 y BANK1. Por tanto, estas dos enfermedades comparten varios 
factores genéticos de susceptibilidad, aunque también existen factores 
específicos para cada una de ellas. 
2. Sumario 
En este trabajo se ha abordado la confirmación de factores genéticos de 
susceptibilidad al LES. Además, se ha realizado el análisis funcional de PD1.3, 
el posible SNP causal del gen PDCD1. También se ha evaluado la influencia del 
componente genético sobre los subfenotipos del LES. Y, por último, se ha 
explorado si los nuevos factores genéticos identificados en LES son 
compartidos por AR, en busca de mecanismos patogénicos comunes a estas dos 
enfermedades autoinmunes. 
El estudio de nuevos factores de susceptibilidad al LES proporcionó la 
replicación independiente de la asociación de 9 loci con esta enfermedad. Como 
consecuencia de estos resultados, 5 de los loci fueron confirmados por primera 
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vez de modo independiente (1q25.1, MECP2, KIAA1542, PXK y BANK1). Un 
sexto fue replicado, aunque su asociación sigue siendo controvertida (TYK2). 
De este modo, ya hay un número considerablemente alto de loci asociados de 
forma consistente con LES. Este alto grado de reproducibilidad es una mejora 
fundamental en la investigación de la genética del LES y otras enfermedades 
complejas y es consecuencia de los grandes estudios que se están llevando a 
cabo. Por lo tanto, estamos en una fase de descubrimientos interesantes en este 
campo. Sin embargo, la identificación de los factores genéticos es sólo un 
primer paso. Es necesario transformar la información que obtenemos en 
conocimiento útil y, de momento, tenemos pocas claves sobre el significado 
biológico de las asociaciones con LES detectadas. Estudios futuros deberán 
tratar de identificar las variantes causales y, mediante ensayos funcionales, 
determinar sus efectos a los niveles molecular, celular y de la enfermedad, como 
se ha intentado hacer con PD1.3. 
Sin embargo, los resultados sobre PD1.3 cuestionan su propuesto papel 
funcional. Puede que este SNP sea relevante en algún sentido que no se haya 
explorado todavía, pero la información disponible no permite predecir ningún 
efecto. Además, su asociación con el LES también ha sido cuestionada, al 
menos en población europea, y en los GWAS no se ha observado ninguna señal 
significativa en PDCD1. Por lo tanto, se pone en duda el papel de este gen en la 
susceptibilidad al LES en caucásicos. 
También se ha examinado el papel que los nuevos factores de 
susceptibilidad al LES tienen en los diferentes fenotipos de la enfermedad. Los 
resultados muestran una escasez de asociaciones destacables con características 
clínicas específicas. Las asociaciones más claras se observaron con STAT4, pero 
con un subfenotipo todavía no muy bien definido. Por tanto, la variabilidad 
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fenotípica no se correlaciona de modo consistente con los alelos de 
susceptibilidad al LES. Así, se hace necesario aumentar la potencia estadística 
de los estudios encaminados a descubrir polimorfismos con influencia en el 
fenotipo, para poder encontrar las posibles asociaciones débiles o modestas. 
Una posible aproximación sería el realizar GWAS o estudios de genes 
candidato en subgrupos de pacientes con un fenotipo concreto. También es 
posible que la falta de correlación con los alelos de susceptibilidad se deba a su 
intervención en interacciones más complejas, entre factores genéticos o de éstos 
con el ambiente. Una prueba adicional de que el componente genético influye 
en los fenotipos del LES se obtuvo al comparar pacientes con distinto fondo 
genético característico de las subpoblaciones de ascendencia nor- o sureuropea. 
Así, confirmamos una mayor prevalencia de fotosensibilidad y menor 
prevalencia de artritis en el norte que en el sur. Además, estas diferencias 
muestran la necesidad de tener en cuenta la ascendencia en los estudios 
epidemiológicos del LES. 
Por último, observamos que una buena parte de los nuevos factores 
genéticos de LES eran específicos de LES, ya que no estaban asociados con AR. 
Así, el único factor de susceptibilidad de los 9 analizados que está claramente 
compartido por ambas enfermedades es STAT4. C8orf13-BLK y PXK mostraron 
una débil asociación con AR, pero sólo al combinar nuestros datos con los de 
otros estudios. En cuanto a TNFAIP3, nuestros resultados muestran señales de 
asociación distintas en las dos enfermedades. En resumen, los factores genéticos 
que son compartidos por el LES y la AR son PTPN22, STAT4, la región 
intergénica de 6q23 y puede que IRF5, CTLA4, C8orf13-BLK, PXK y BANK1. 
Sin embargo, el componente genético de ambas enfermedades difiere en 
muchos otros factores de susceptibilidad, como TNFAIP3, KIAA1542, 1q25.1, 
MECP2 y TYK2. Estos resultados indican que, aunque comparten una fracción 
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del componente genético, el resto del componente genético tiene un efecto 
específico de cada enfermedad. Si bien ésta no es una idea nueva, carecía de 
apoyo experimental. Sin embargo, todavía no se puede estimar la magnitud del 
componente diferencial ya que no se ha definido una gran parte de la 
heredabilidad de estas dos enfermedades. Esto será posible una vez que se 
hayan identificado las variantes causales de cada factor genético. 
Concluyendo, nuestro trabajo ha contribuido al conocimiento del 
componente genético del LES, así como a diferenciarlo del de la AR. De esta 
forma, se ha contribuido al conocimiento de los mecanismos patogénicos que 
son importantes en estas enfermedades autoinmunes. 
 































1. Se han replicado de forma independiente nueve loci asociados a LES 
(ITGAM, STAT4, C8orf13-BLK, 1q25.1, MECP2, KIAA1542, PXK, 
BANK1 y TYK2). Seis de estas replicaciones tuvieron importancia 
confirmatoria, ya que fueron las primeras independientes (1q25.1, 
MECP2, KIAA1542, PXK y BANK1) o, en el caso de TYK2, porque su 
asociación era controvertida. Estos resultados muestran la 
reproducibilidad de los estudios genéticos en LES recientes, por lo 
que su futuro es prometedor. 
2. La unión ineficiente a RUNX1, la ausencia de efecto enhancer y la 
falta de regulación transcripcional alelo-diferencial cuestionan el 
papel del SNP PD1.3 como polimorfismo causal de la asociación de 
PDCD1 con LES. 
3. Los efectos de los factores de susceptibilidad en la variabilidad 
clínica del LES son débiles y difíciles de reproducir. STAT4 es el que 
está más claramente asociado, aunque el fenotipo todavía no está 
completamente definido. 
4. Se confirma la mayor prevalencia de fotosensibilidad y la menor 
prevalencia de artritis en los pacientes con ascendencia del norte de 
Europa en relación con los de ascendencia del sur. Estos resultados 
corroboran la influencia del fondo genético en la heterogeneidad 
clínica del LES. 
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5. Ninguno de los loci asociados recientemente con LES, excepto 
STAT4, ha mostrado asociación clara con AR. Así mismo, las 
asociaciones con LES observadas en el gen TNFAIP3 no coinciden 
con las observadas en AR. Por tanto, aunque AR y LES comparten 
una fracción de su componente genético, también existen factores de 
susceptibilidad específicos de cada enfermedad. 
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Introduction: We aimed to replicate the strong associations that a recent Genome Wide
Association Study (GWAS) has found between 16 SNPs and response to anti-TNF
treatment in 89 patients with RA. This study is very important because, according with
published simulations, associations as strong as the reported will mean that these SNPs
could be used as predictors of response at the individual level.
Methods: Disease activity score (DAS28) was evaluated in 151 anti-TNF treated
patients with RA of Spanish ancestry at baseline and every 3 months thereafter.
Genotypes of the 16 putative predictor SNPs were obtained by single-base extension.
Association between the relative change in DAS28 and SNP genotypes was tested by
linear regression. In addition, logistic regression was applied to compare genotypes in
non-responders (n = 34) versus good-responders (n = 61) following the EULAR
response criteria.
Results: None of the analyses showed any significant association between the 16 SNPs
and response to anti-TNF treatments at 3 or 6 months. Results were also negative when
only patients treated with Infliximab (66.9 % of the total) were separately analyzed.
These negative results were obtained in spite of a very good statistical power to
replicate the reported strong associations.
Conclusion: We still do not have any sound evidence of genetic variants associated
with RA response to anti-TNF treatments. In addition, the possibility we had envisaged
of using the results of a recent GWAS for prediction in individual patients should be
dismissed.
 




Anti-tumor necrosis factor (TNF) therapies have revolutionized the treatment of
rheumatoid arthritis (RA)[1-2]. Three drugs of this type, Infliximab, Etanercept and
Adalimumab, have been used with success in hundreds of thousands patients with RA
around the world. New drugs targeting TNF are in development or have been recently
approved[3]. The beneficial effects of these drugs include a better quality of life, control
of inflammation, stiffness and pain, and slowing progression to joint erosions and
deformity. It seems also that they are able to decrease cardiovascular risk and overall
mortality of patients with RA[4-5]. However, there is a significant percentage of
patients that do not obtain these advantageous effects[1-3]. In some of them, this lack of
response is primary, from the start of the treatment, whereas others develop resistance to
treatment after a period of initial response. Unfortunately, there are no useful predictors
to forecast how the clinical response of a specific patient will be. This has led to an
unsatisfactory trial and error approach in the selection of drugs, which means that some
patients will miss an effective treatment at a critical window of opportunity time[6] and
a waste of resources for the health services. As a response to this challenge, multiple
lines of research are looking for predictors of response to anti-TNF therapies among
patient clinical features, synovial tissue biomarkers, blood proteins or genetic
variants[7-10]. Very promising, although preliminary, findings have been reported in
this last field. Sixteen SNPs with an important association with response to treatment
were identified in a recent Genome Wide Association (GWA) study[7]. In our view, the
most remarkable aspect of these findings was the marked effect size of each SNP, with
levels very rarely found in genetic studies of complex traits. All showed O.R. over 3.5
in the comparison between patients with good response and non-responders. Some of





frequencies over 12 % mean that they will allow, if confirmed, for prediction of
response to anti-TNF treatments with great accuracy at the level of the individual
patient[11]. The limitation of this study was that only 89 patients were included and
even very significant results in a study of this size are uncertain. Our objective has been
to provide the necessary replication to these exciting findings with the expectation that,
at least, a few of them will be confirmed. This will be a first step before proceeding to
prospective clinical studies to assess their utility in clinical practice.
MATERIALS AND METHODS
Patients: A group of 151 patients with RA were followed prospectively at the
Rheumatology Unit of the “Hospital Clinico Universitario de Santiago” to study the
efficacy of anti-TNF therapy. All of them were of European (Spanish) ancestry. Only
patients that were naïve with respect to biologic treatments were included. Patients have
been systematically evaluated at the initiation of therapy and every three months
thereafter. Evaluations included painful and swollen joint counts, visual analogue scales
of pain, global health assessment by the patient and the physician, erythrocyte
sedimentation rate (ESR), C-reactive protein (CRP), Health Assessment Questionnaire
(HAQ) and DAS-28 score. Clinical characteristics are detailed in Table 1. All
participants gave their informed consent for inclusion and the study and procedures
have been approved by the Ethics Committee for Clinical Research of Galicia.
Assessment of the efficacy of the treatment: We used the same procedures described
in Liu et al. to make our results comparable[7]. Response to anti-TNF treatments was
assessed with the DAS28 score.[12] The primary outcome was the quantitative variable
relDAS28, which was calculated as follows:
relDAS 28=
Das 28baseline− Das 283 months
Das 28baseline 
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A secondary outcome was the EULAR response classification in good-, moderate- or
non-responders.[13] Good-responders have a ∆DAS28 ≥ 1.2 and DAS28 at 3 months ≤
3.2; moderate-responders have ∆DAS28 ≥ 1.2 and DAS28 at 3 months > 3.2 or 0.6 <
∆DAS28 ≤ 1.2 and DAS28 at 3 months ≤ 5.1; and non-responders are those who do not
fall in any of these categories.
Genotypes: A total of 16 SNPs from Liu et al. [7] were analyzed (Table 2). Genotypes
were obtained by single-base extension with the SNaPshot Multiplex Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and specific primers and probes (available as
supplementary material). Genotype call rate was 99.79 %, allele frequencies were in
Hardy-Weinberg equilibrium and concordant results for the 16 SNPs were obtained in
the 21 samples that were genotyped twice.
Statistical Analysis: Comparisons of the clinical characteristics of the patients with RA
included in the GWAS and in our study was done with the Student t test for data
available as means and standard deviation and with the Chi squared test for contingency
tables for frequency data. Analyses of the relationship between SNPs and treatment
response were done as in Liu et al. to make our results comparable also in this aspect[7].
Briefly, linear regression analysis between genotype data following a genetic additive
model and relDAS28 as the continuous dependent variable was done. A t statistic was
derived from the linear regression and used to calculate the p-value of the association.
This statistic is robust to deviations from normality of relDAS28. We also conducted
logistic regression analysis between the groups of responders and non-responders. Odds
ratios (O.R.) and their 95 % confidence intervals (C.I.) were obtained using as reference
the non-responder group. This second analysis will be less powerful because the
phenotype is transformed to a dichotomous variable and because the sample size is





a customized version of the Statistica 7.0 program (StatSoft, Tulsa, OK, USA). We also
explored visually the possibility that consideration of all the SNPs jointly will
discriminate between responder and non-responder patients. This analysis was done
with the Co-Plot algorithm implemented in the Visual Co-Plot software (D. Talby and
A. Raveh; available at http://www.cs.huji.ac.il/~davidt/vcoplot/index.html) [14].
Estimation of the statistical power for the linear regression analysis was done by
transforming the reported P values and number of samples in the corresponding
correlation coefficients (R2). The values of R2 and the number of samples in our study
were used as input in the module for the F test in omnibus comparisons by linear
regression of the G*Power v3.0.10 software[15].
RESULTS
The aim of our study was to replicate the strong association of 16 SNPs with
response to anti-TNF therapy reported in a recent GWAS[7]. Therefore, we have used
the same variables and type of analysis. Data from the 151 patients with RA are shown
in table 1. Some of the characteristics of our study population were different from the
patients analyzed in the GWAS[7]. Specifically, our patients showed a lower percentage
of RF positivity, higher positivity for anti-CCP antibodies, and higher baseline HAQ
and DAS28 levels. There were 70.2 % patients with high disease activity at baseline as
assessed by a DAS28 > 5.1. In spite of this high activity, there were 40.4 % and 43.7 %
good responders at 3 and 6 months, respectively, and only 22.5 % and 21.8 % of non-
responders at 3 and 6 months, respectively. The percentages of responders and non-
responders were similar in the two studies. In contrast, the proportion of patients treated
with each of the three anti-TNF drugs was different (Table 1). In our cohort, most
patients were treated with Infliximab (66.9 %), followed by Etanercept (23.2 %) and
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Adalimumab (9.9 %). We also checked that there was a good correlation between the
variable used as primary outcome in our analysis, redDAS28, and the EULAR response
classification (Figure 1) allowing for consistency in the analyses.
The relationship between the SNP genotypes and response to anti-TNF treatment
at 3 months was evaluated by linear regression analysis between the genotypes and the
continuous variable relDAS28, which is the relative change in DAS28 between baseline
and the time of evaluation. There was not association of any of the 16 SNPs with
relDAS28 at 3 months (Table 2). Secondary analyses showed very similar results.
Comparison of non-responders with good-responders according to the EULAR criteria
at 3 months did not show any significant association (Table 2). The most extreme O.R.
= 1.9 (95 % C.I. = 1.0-3.6) corresponded to rs437943 in the CNTDE1 locus, but it
compared poorly with the previously reported O.R. = 4.6 (95 % C.I. = 1.8-12.3). In
addition, there was not association of relDAS28 with any of the 16 SNPs at 6 months,
neither of the classification in responders and non-responders (available as
supplementary table). Finally, analysis of response to treatment with Infliximab, which
represented 66.9 % of the patients in our study, did not show any significant association
(available as supplementary table). No separate analyses of response to treatment with
Etarnercept or Adalimumab were done because of the small number of patients in these
two subgroups. We also visually explored if joint consideration of the 16 SNPs was able
to discriminate between the different groups of patients according to their response to
treatment, but patients with different responses did not show any clustering in
identifiable groups in this analysis (Figure 2).
It was critical, for interpretation of the above results, to assess if our study had
enough statistical power to replicate the previously reported associations. Power for the





larger than 95 % for a P value of 0.002. It is important to remark that O.R. from the
GWAS are very likely heavily biased upwards as consequence of the winner’s curse
affecting any GWAS and specially those of small size [16-17]. Therefore this power
estimate is only valuable in the context of the reported O.R. taken at face value.
DISCUSSION
There is a great need of good predictors for RA response to the anti-TNF
treatments[1-3, 9]. The development and approval of new effective drugs for RA adds
to this urgency[3]. The recent GWAS from Liu et al. [7] was especially remarkable
because it showed such strong associations that, according to published simulations[11],
they could be used for prediction in individual patients. This is a characteristic that has
not been found in any of the previous studies. However, the size of the study implied
that results should be replicated before they could be taken at face value, as already
acknowledged by the authors. We have tried to provide here the needed replication in
the expectation that some of them will be confirmed and that validation in prospective
studies will soon follow.
Unfortunately, none of the associations was replicated in spite of the moderately
larger sample size of our study and the corresponding very good power to detect this
type of strong associations. These results make very unlikely that any of the 16 SNPs
could have an association as strong as suggested by the previous GWAS[7]. It is
possible that the differences between the patients with RA in the two studies could have
had an effect in the lack of replication, but these differences were not large enough to
completely explain the very divergent results. In addition, patients in the GWAS were
predominantly of European ancestry as were all the patients in our study. Therefore, it
seems more likely that the original strong associations were due to random variation of
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allele frequencies in a study including more than 300 000 SNPs and to the heavy bias
characteristic of GWAS of small sample size [16-17]. This possibility was already
considered by us before beginning this study, but we judged that some SNPs will be
replicated given that they showed low P values, 5 of them with P values below 10-6[7],
and low P values are the best indication of the reproducibility of results[18].
CONCLUSIONS
Our negative results implicate that we do not have still any strong evidence
supporting a significant role of genetic variation in the response to anti-TNF. In
addition, our results imply that none of the SNPs in our study will be useful as
individual predictors of response to anti-TNF, as we initially expected. It is still possible
that they will show association with response to anti-TNF, but of a much weaker
strength.
ABBREVATIONS
GWAS: Genome wide association study
RA: Rheumatoid arthritis
DAS28: Disease activity score
Anti-TNF: Anti-tumor necrosis factor
ESR: Erythrocyte sedimentation rate
CRP: C-reactive protein
HAQ: Health assessment questionnaire
O.R.: Odds ratio
C.I.: Confidence interval
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Figure 1: Good correlation between outcome variables, EULAR response
classification and relDAS28. Median, interquartile range, and non-outlier range are
represented as dots, box and whiskers, respectively. Empty dots represent outliers.
Figure 2: Multivariate visual analysis showing that 16 SNPs were not able to
separate RA patients classified according to their EULAR response. Responders are
represented as blue dots; moderate responders as red dots; and non-responders as green
dots. Yellow arrows represent the genotypes of each of the 16 SNPs according to an
additive model. This representation was obtained with Visual Co-Plot.;
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Table 1. Clinical characteristics of the patients in this study compared with the report
from Liu et al. [7]
Variable This study Data from ref. 7 P-value
Age (mean ± SD) 54.2 ± 13.1 57 ± 13.5 0.06
Age at diagnosis (mean ± SD) 46.2 ± 13.5 47 ± 15 0.3
Women (%) 84.8 75 0.06
Disease duration (mean ± SD) 7.8 ± 6.6 8 ± 8 0.4
Current Smokers (%)a 9.1 15 0.3
Ever Smokers (%)a 25.0
RF+ (%) 68.9 83.8 0.01
CCP+ (%)a 86.3 61.9 0.0001
SE+ (%)a 58.3
ANAs+ (%)a 29.8
HAQ at baseline (mean ± SD) 1.4 ± 0.7 1.1 ± 0.6 0.0005
DAS28 at baseline (mean ± SD) 5.6 ± 1.2 5.2 ± 0.8 0.002
DAS28 ≥ 5.1 (%) 70.2
3.2 ≤ DAS28 > 5.1 (%) 26.5
DAS28 at 12-16 wk (mean ± SD) 3.6 ± 1.4 3.7 ± 1.3 0.2
DAS28 at 6 months (mean ± SD) 3.5 ± 1.4
Good-responders at 12-16 wk (%) 40.4 34.8 0.6
Non-responders at 12-16 wk (%) 22.5 25.8 0.6
Good-responders at 6 months (%) 43.7
Non-responders at 6 months (%) 21.8
anti-TNF drug
Infliximab (n) 101 32 0.01
Etanercept (n) 35 39 0.02
Adalimumab (n) 15 18 0.05





Table 2. Relationship of relDAS28 and SNP genotypes, and comparison of the allele












rs983332 0.6 25.9 (30/116) 27.9 (19/68) 1,11 (0,6-2,0) 0.8
rs928655 0.1 18.9 (23/122) 28.0 (19/68) 0.60 (0.3-1.2) 0.1
rs13393173 0.8 23.8 (29/122) 20.6 (14/68) 0,83 (0,4-1,7) 0.6
rs437943 0.05 38.5 (47/122) 25.0 (17/68) 0,53 (0,3-1,0) 0.06
rs10945919 0.7 27.9 (34/122) 23.5 (16/68) 0,79 (0,4-1,7) 0.5
rs854547 0.3 39.3 (48/122) 36.8 (25/68) 1.12 (0.6-2.1) 0.7
rs854548 0.9 23.0 (28/122) 23.5 (16/68) 1,03 (0,5-2,0) 0.9
rs854555 0.6 35.2 (43/122) 38.2 (26/68) 1,14 (0,6-2,0) 0.7
rs868856 0.6 32.8 (40/122) 36.8 (25/68) 1,19 (0,6-2,0) 0.6
rs7046653 0.5 32.0 (39/122) 36.8 (25/68) 1,23 (0,7-2,5) 0.5
rs2814707 0.8 25.4 (31/122) 29.4 (20/68) 1,22 (0,6-2,5) 0.6
rs3849942 0.4 23.0 (28/122) 29.4 (20/68) 1,41 (0,7-2,5) 0.3
rs774359 0.2 26.2 (32/122) 36.8 (25/68) 1,64 (0,8-3,3) 0.1
rs6138150 0.5 14.0 (17/122) 14.7 (10/68) 0.94 (0.4-2.2) 0.9
rs6028945 0.9 12.3 (15/122) 13.2 (9/68) 1,09 (0,5-2,5) 0.9
rs6071980 0.9 18.9 (23/122) 16.2 (11/68) 0,83 (0,4-2,0) 0.6
a Major/Minor alleles
b MAF = Minor Allele Frequency, n = number of minor alleles, N = total number of alleles
c O.R. were calculated as in Liu et al [7], taking the allele associated with the non-responders as the
numerator of the non-responders odds, and the non-responders odds as the numerator of the O.R.





Figure 2  
 
Additional files provided with this submission:
Additional file 1: predicting response tto_v07_ART_highlighted changes.doc,
118K
http://arthritis-research.com/imedia/2026296369357146/supp1.doc  




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Supplementary Table 2. Analysis of the association between genotypes at the 16 SNPs 
and response to treatment with Infliximab after 3 months of follow-up by linear 
regression with the relative change in DAS28 (redDAS28) and by comparison of 
responders and non-responders according to the EULAR criteria. 
SNP 
P value of 
relDAS28 
Responders’ 
MAF % (n/N)a 
Non-responders’ 
MAF % (n/N)a O.R. (95% C.I.) P value 
rs983332 0.14 21.2 (14/66) 27.3 (12/44) 0.72 (0.3-1.7) 0.46 
rs928655 0.85 20.6 (14/68) 18.2 (8/44) 1.17 (0.4-3.1) 0.75 
rs13393173 0.86 22.1 (15/68) 25.0 (11/44) 0.85 (0.3-2.1) 0.72 
rs437943 0.67 36.8 (25/68) 25.0 (11/44) 1.74 (0.8-4.0) 0.19 
rs10945919 0.47 27.9 (19/68) 22.7 (10/44) 1.32 (0.5-3.2) 0.54 
rs854547 0.70 35.3 (24/68) 36.4 (16/44) 0.95 (0.45-2.1) 0.91 
rs854548 0.81 22.1 (15/68) 25.0 (11/44) 0.85 (0.3-2.1) 0.72 
rs854555 0.92 30.9 (21/68) 36.4 (16/44) 0.78 (0.4-1.7) 0.55 
rs868856 0.92 41.2 (28/68) 40.9 (18/44) 1.01 (0.5-2.2) 0.98 
rs7046653 0.71 39.7 (27/68) 40.9 (18/44) 0.95 (0.4-2.1) 0.9 
rs2814707 0.83 30.9 (21/68) 31.8 (14/44) 0.96 (0.4-2.2) 0.92 
rs3849942 0.48 27.9 (19/68) 31.8 (14/44) 0.83 (0.4-1.9) 0.66 
rs774359 0.17 30.9 (21/68) 43.2 (19/44) 0.59 (0.3-1.3) 0.18 
rs6138150 0.78 13.2 (9/68) 18.2 (8/44) 0.69 (0.2-1.9) 0.48 
rs6028945 0.39 13.2 (9/68) 9.1 (4/44) 1.53 (0.4-5.3) 0.5 
rs6071980 0.48 22.1 (15/68) 13.6 (6/44) 1.79 (0.6-5.0) 0.26 
 
a MAF = Minor Allele Frequency, n = number of minor alleles, N = total number of alleles 
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Supplementary Table 3. Analysis of the of the association between genotypes at the 16 
SNPs and response to treatment with anti-TNF after 6 months of follow-up by linear 
regression with the relative change in DAS28 (redDAS28) and by comparison of 
responders and non-responders according to the EULAR criteria. 
SNP 
P value of 
relDAS28 
Responders’ 
MAF % (n/N)a 
Non-responders’ 
MAF % (n/N)a O.R. (95% C.I.) P value 
rs983332 0.30 19.2 (23/120) 26.7 (16/60) 0.62 (0.3-1.4) 0.23 
rs928655 0.23 19.4 (24/124) 25.8 (16/62) 0.68 (0.3-1.4) 0.31 
rs13393173 0.45 17.7 (22/124) 27.4 (17/62) 0.61 (0.3-1.2) 0.15 
rs437943 0.28 40.3 (50/124) 30.6 (19/62) 1.50 (0.8-2.9) 0.21 
rs10945919 0.65 28.2 (35/124) 29.0 (18/62) 0.96 (0.5-1.9) 0.91 
rs854547 0.89 35.5 (44/124) 35.5 (22/62) 1.00 (0.5-1.9) 1.00 
rs854548 0.85 20.2 (25/124) 21.0 (13/62) 0.96 (0.5-1.9) 0.91 
rs854555 0.61 33.9 (42/124) 37.1 (23/62) 0.87 (0.5-1.7) 0.66 
rs868856 0.56 31.5 (39/124) 33.9 (21/62) 0.89 (0.5-1.7) 0.74 
rs7046653 0.41 30.6 (38/124) 33.9 (21/62) 0.86 (0.4-1.7) 0.65 
rs2814707 0.69 21.8 (27/124) 24.2 (15/62) 0.88 (0.4-1.8) 0.72 
rs3849942 0.45 20.2 (25/124) 24.2 (15/62) 0.80 (0.4-1.6) 0.54 
rs774359 0.53 24.2 (30/124) 29.0 (18/62) 0.78 (0.4-1.6) 0.48 
rs6138150 0.054 16.1 (20/124) 11.3 (7/62) 1.43 (0.6-3.4) 0.42 
rs6028945 0.75 12.1 (15/124) 14.5 (9/62) 0.78 (0.3-2.1) 0.62 
rs6071980 0.84 18.5 (23/124) 16.1 (10/62) 1.22 (0.5-3.0) 0.66 
 
a MAF = Minor Allele Frequency, n = number of minor alleles, N = total number of alleles 
  
 
